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RESUMEN

La atopia es uno de los principales factores para el desarrollo del asma, se conocen una
variedad de genes y sus productos, que estan relacionados con la susceptibilidad del
asma. TGF- es una citocina que se ha asociado con la inflamacién y remodelacion en
procesos asmaticos, ademas esta reportado que YY1, un factor de transcripcion que se
encuentra de manera ubicua, activa la transcripcion de TGF-B en modelos in vitro. La
finalidad de este trabajo radica en evaluar la asociacion existente entre la expresion de
esta citocina y la expresion del factor de transcripcion, en un modelo in vivo con
diferentes grados de severidad. Para conocer esta asociacion, se emplearon modelos
murinos con diferentes grados de asma, alérgicos a ovoalbumina (OVA), de donde se
obtuvieron microarreglos de tejidos para vasos y bronquios, a los que por medio de
pruebas inmunohistoquimicas y con el apoyo del analisis morfométrico se cuantificé la
densidad de area de la expresion para TGF-B y YY1, estandarizdndose las condiciones
del ensayo. Por ultimo se calculé una correlacion de Pearson para evaluar la
asociacion. Se encontré que la expresion de TGF- B en vasos y bronquios esta
asociada con la expresion de YY1 en células de las vias aéreas, presentando una
correlacion de Pearson positiva (r = 0.391 y p = 0.035). Por lo tanto, estos resultados
sugieren la posibilidad de que YY1 puede estar regulando la expresiéon de TGF-B in
vivo, y la elevada expresion de esta citocina esta asociada con el grado de severidad

del asma.



INTRODUCCION

El asma es una compleja entidad caracterizada fisiol6gicamente por una obstruccion
variable al flujo aéreo y patologicamente por multiples anormalidades de la via aérea,
en su epitelio, lamina propia y submucosa. Esta es una enfermedad crénica muy
frecuente en el ser humano, que representa un grave problema de salud publica. Se
estima que la prevalencia del asma en el mundo varia ampliamente, desde menos del
5% de la poblacién en Grecia e Indonesia, hasta mas del 25% en Australia y Nueva
Zelanda. Los datos comunicados de prevalencia de asma, segun estudios hechos en
diferentes ciudades de México, arrojan informacion que va desde 2.7 hasta 21.8%,

variando notablemente de una regién a otra.

La inflamacién y remodelacion de la via aérea son dos caracteristicas del asma que se
han estudiado profundamente en los ultimos 20 afos; el reconocimiento de que la
inflamacion es el hecho clave en el asma, producida por una compleja interacciéon entre
células inflamatorias y células residentes de la via aérea, ha llevado a formular hipotesis
sobre cual o cuales de estas células puedan dirigir este proceso. Asi mastocitos,
eosinodfilos, células epiteliales y linfocitos CD4 han sido propuestos como las células
gue conducen el proceso inflamatorio.

El equilibrio Th-1/Th-2 proporciona un sistema que permite entender la secuencia de
eventos inmunes que promueven la inflamacién e hiperreactividad bronquial. El
desequilibrio de este sistema favoreciendo el fenotipo Th2, desencadena el mecanismo
de la hipersensibilidad tipo I. Estad demostrado que la respuesta Th-1 por si sola puede
revertir la respuesta de inflamacioén aérea y AHR (hiperreactividad aérea). El asma es
en su mejor definicion un sindrome, con una via comdn de dafio y remodelacion, cuya

etiopatogenia incluye multiples mecanismos.

El TGF-B es una citocina que juega un papel importante en el curso de la patogénesis

del asma, participando en la remodelacién de las vias aéreas por medio de la activacion



de fibroblastos, ademas su elevada expresion se encuentra asociada con el grado de
severidad del asma, lo que la hace alin mas importante para este estudio. Por otro lado
YY1 es un factor de transcripcion, presente en todas las células y estudios en modelos
in vitro han demostrado que YY1 puede regular la transcripcién de TGF-3, uniéndose al
promotor de este gen. Por lo tanto los estudios in vivo mostraran una vinculacion muy
trascendente entre la expresion de estas dos moléculas y el grado de severidad del

asma.



MARCO TEORICO
1. EPIDEMIOLOGIA DEL ASMA

En México es una de las 10 primeras causas de utilizacion de los servicios de salud,
especialmente los de urgencias y de consulta externa. En los dos estudios de
prevalencia publicados en los que se siguié la metodologia del cuestionario ISSAC,
(International Study of Asthma and Allergies in Childhood) se encontré que la
prevalencia es entre 5y 7 % de los nifios de las Ciudades de Cuernavaca y de

Monterrey. En la Ciudad de México se encontraron cifras similares ®.

Aln sin conocer con certeza la magnitud del problema, podemos decir que el asma
representa una importante pérdida para los millones de pacientes que la sufren y para
el sistema de salud, tanto desde el punto de vista econémico como en calidad de vida.
El asma se presenta en cualquier sexo, edad, o nivel socioecondémico, pero afecta
mayormente a los nifios con antecedentes de atOpia. Tiene grandes variaciones
regionales siendo mayor el uso de los servicios médicos en estados como Yucatan,

Tabasco, Veracruz y Guerrero que en los que se encuentran en el altiplano ©.
2. ETIOLOGIA DEL ASMA

La etiologia del asma es compleja y multifactorial. Estan involucradas interacciones
entre los factores genéticos y los estimulos ambientales. Uno de los principales
aspectos es la atdpia, la cual se define como la predisposicién genética del individuo ¢4
a inducir una respuesta de hipersensibilidad mediada por IgE a factores ambientales
como los alérgenos que son antigenos no parasitarios inocuos para la mayoria de la

poblacién ®. Los componentes principales de este proceso de hipersensibilidad son:
2.1. Linfocitos T

A diferencia de los linfocitos B, que prefieren reconocer antigenos libres, los linfocitos T

se han especializado en el reconocimiento de fragmentos de antigenos presentado por



moléculas de histocompatibilidad en la superficie de las células presentadoras de
antigeno o de células diana. Para este fin los linfocitos T maduros disponen de un
conjunto de proteinas de membrana que colectivamente se denomina TCR (T- cell
receptor: receptor de la célula T). Ademas del complejo TCR, los linfocitos T disponen
en su membrana de otras proteinas, denominadas colectivamente moléculas

accesorias, que participan durante el reconocimiento y la activacién del linfocito ©.

Por tanto, los linfocitos T, mediante las moléculas accesorias, se anclan de manera
especifica a las células de su entorno para inspeccionar, mediante el complejo TCR, los
fragmentos de antigeno que presentan. Si se produce el reconocimiento especifico de
un fragmento de antigeno en particular, el complejo TCR desencadena una cascada de
reacciones bioquimicas en el interior de la célula T que se denomina activacion del
linfocito T, si por el contrario, no se produce reconocimiento, el linfocito T se separa sin
cambios para proceder a nuevos anclajes e inspecciones. Atendiendo a la funcion de
los linfocitos T, se distinguen dos subtipos principales: los cooperadores (Th helper) y
los citoliticos (Tc). Se denomina cooperadores a los linfocitos T que interaccionan con
los linfocitos B 0 con otros linfocitos T y les ayudan a dividirse, a diferenciarse y, en el
caso de los linfocitos B, a sintetizar anticuerpos. También se denominan cooperadores
a los que interaccionan con los fagocitos mononucleares (monocitos, macrofagos) y les
ayudan a destruir patdgenos. Esta cooperacion consiste, en la generacion de sefiales
por parte del linfocito T sobre la célula con la coopera (linfocito B, fagocito). Para emitir
las sefiales el linfocito T utiliza, bien moléculas de su membrana plasmatica que
interaccionan con otras moléculas de la célula con la que coopera, o bien moléculas
solubles que son sintetizadas por el linfocito T y que interaccionan con receptores de la
célula con la que coopera y con otras células mas lejanas, moléculas que son
denominadas citocinas. Los linfocitos T cooperadores expresan en su membrana la
molécula CD4, mientras que la mayor parte de los citoliticos expresan CD8. Estos dos
subtipos celulares difieren profundamente en su manera de reconocer fragmentos de
antigenos: los linfocitos T CD4+ solo reconocen fragmentos de antigenos presentados
por moléculas de histocompatibilidad de tipo Il, y los linfocitos T CD8+ solo lo hacen en

moléculas de tipo | ©.



2.1.1. Linfocitos Th 1y Th2

En 1986, Mosmann y cols., describieron dos diferentes poblaciones de células T CD4+
en ratones, las cuales se diferencian por el tipo de citocinas que producen. Los linfocitos

llamados:

- Th -1 producen principalmente interleucina 2 (IL-2), interferon y (IFNy), y factor

de necrosis tumoral-a (TNFa).
- Th -2 producen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13.

Las citocinas producidas por cada una de estos subtipos funciona de manera autocrina

y promueve el crecimiento de su propio fenotipo.

La retroalimentacién de IL-4 producida por células Th-2 puede mantenerla activada.
Ademas, existe una regulacién positiva de células Th-2 por IL-4 y de células Th-1 por
IFN-y, estas citocinas pueden a su vez disminuir la actividad de células T de tipo
apuesto. La IL-2 y el IFN-y que son producidos por células Th-1 pueden amplificar la

respuesta Th-1, lo cual a su vez inhibe una respuesta Th-2 (.

Los linfocitos Th-1 y Th-2 son derivados de la misma célula T precursora. La
diferenciaciéon hacia células Th-1 o Th-2 depende de la interaccién con el micro
ambiente. Si las células presentadoras de antigeno, presentan un alergeno a una célula
T precursora naive en presencia de IL-12, dicha célula se diferenciara hacia Th-1. El

desarrollo de las células Th-2 esta regulado por IL-4 ®.

-10 -
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Figura 1. Diferenciacion de T precursora a Thl o Th2

El mecanismo por el que cual la IL-12 e IL-4 determinan la respuesta predominante aun
no es claro. La endotoxina, componentes virales, y bacterias intracelulares (Legionella y
Mycoplasma), estimulan la produccion de IL-12 y pueden favorecer una respuesta de
tipo Th-1. Sin embargo, si IL-4 esta presente en el ambiente de citocinas, puede
dominar sobre las demas citocinas . La concentracién del antigeno también es muy
importante. Con exposiciones bajas del antigeno, se produce una respuesta Th-2.
Mientras que dosis altas de antigeno, incrementa la produccién de IL-4, favoreciendo
una respuesta de tipo Th-2 ©.

Aungque la mayor parte de los datos que se tienen hasta la actualidad han sido
derivados de modelos murinos, es claro que la respuesta inmune de tipo Th-1 o Th-2
ocurre durante las enfermedades humanas. Esto es particularmente aparente en
enfermedades atipicas y asma. Células obtenidas de muestras de lavados bronqueo
alveolares de pacientes con asma atipica contienen una alta cantidad de células
productoras de IL-4, IL-5 y GM-CSF, comparadas con células obtenidas de pacientes
sanos "%, En biopsias bronquiales de pacientes con asma, los niveles del ARNm para
IL-4 e IL-5 se encuentran elevados ™. GATA-3, un factor de trascripcion necesario
para la produccién de IL-5, se encuentra exclusivamente en células Th-2. La expresion

del ARNm para GATA-3 es significativamente mayor en vias aéreas de sujetos

-11 -



asmaticos comparado con sujetos sanos *?. Estos datos sugieren que el sistema
inmune humano, como el del ratén, esta también dividido en subtipos de células T que
producen ciertas citocinas.

2.2. Citocinas

Algunas interacciones criticas entre células del sistema inmune son controladas por
mediadores solubles llamados citocinas. Estas citocinas son un diverso grupo de
péptidos de sefializacion intercelulares, asi como también son glicoproteinas con pesos
moleculares entre 6000 y 60 000 y muchos de ellos no son genética y estructuralmente
relacionados. Colectivamente, las citocinas no solo regulan la respuesta inmune e
inflamatoria, también participan en la hematopoyesis, angiogénesis y algunos otros
procesos biologicos 2.

Las citocinas median la proliferacion y diferenciacion de linfocitos después del
reconocimiento antigénico en la fase de activacion de respuesta inmune adaptativa y
median la activacion de células efectoras especializadas en la fase efectora de
inmunidad adaptativa. Diferentes tipos de microbios y antigenos expuestos pueden
inducir linfocitos T CD4+, que diferencian dentro de distintas poblaciones efectoras,
tales como linfocitos Thl y Th2, que producen diferentes citocinas y poseen funciones

diferentes .

2.2.1 Interleucina (IL-4)

IL-4 es el mayor estimulo para la produccion de anticuerpos IgE y para el desarrollo de
linfocitos Th2 a partir de células T CD4+ naive. IL-4 es la citocina marca de las citocinas
Th2. La principal fuente celular de IL-4 son linfocitos Th2, asi como también mastocitos

y basofilos 9.

Las acciones bioldgicas de IL-4 incluyen estimulacion de IgE, mastocitos y eosinéfilos, y

suprimen reacciones dependientes de macrofagos.

-12-



- Es la principal citocina que estimula el cambio de cadenas pesadas de Ig en
linfocitos B al isotipo IgE. Esta Ig es también la mediadora principal de
reacciones de hipersensibilidad inmediata.

- IL-4 estimula el desarrollo de linfocitos Th2 de manera autocrina, actia como
factor de crecimiento.

- IL-4 antagoniza los efectos de IFN-y para la activaciéon de macréfagos e inhibe

las reacciones inmunes mediadas por estas células.
2.2.2 Interleucina 5

Es un activador de eosindfilos y sirve como la union entre la activacion de linfocitos T y
la inflamacién eosinofilica. La principal accién de IL-5 es la activacién de eosindfilos y
estimulo y diferenciacion de eosindfilos. Los eosindfilos activados son capaces de matar
helmintos. Eosindfilos expresan el receptor Fc especifico para anticuerpos IgE y son
capaces por medio de eso unir a microbios cubiertos de IgE, tales como helmintos. Asi

de esta manera, las dos principales citocinas Th2, IL-4 e IL-5 funcionan en conjunto 9.

2.2.3. Factor de crecimiento transformante (TGF- B)

La principal accion de TGF- B en el sistema inmune es inhibir la proliferacion y
activacion de linfocitos y otros leucocitos. Esto actualmente es una familia de moléculas
relacionadas codificadas por distintos genes, cominmente designados TGF- 1, TGF-
B2 y TGF- B3. Las células del sistema inmune sintetizan principalmente TGF- 1. Es
una proteina homodimérica que es sintetizada como un precursor y activada por clivaje
proteolitico. Los receptores de TGF-f incluyen receptores polipeptidicos de alta afinidad
(tipo 1 y tipo 1) que sefaliza a través de un dominio serina/treonina cinasa que fosforila

factores de transcripcion llamados SMADs ®9).

-13-



Acciones bioldgicas

- Inhibe la proliferacion y diferenciacion de linfocitos T y la activacion de
macrofagos, también actia sobre otras células, tales como neutrdfilos y células
endoteliales, que en gran parte contrarresta los efectos de citocinas
proinflamatorias.

- Tiene diversas acciones fuera del sistema inmune. Este puede inhibir la
proliferaron de algunos tipos celulares y estimular otros. Frecuentemente TGF- 3
puede inhibir o estimular crecimiento del mismo tipo celular in Vitro,
dependiendo de las condiciones de cultivo. TGF- B causa sintesis de proteinas
extracelulares tales como colageno, enzimas modificantes de matriz tales como
metaloproteinasas, y de receptores celulares de proteinas de matriz t, teles
como integrinas. Estas acciones pueden promover la reparacion de tejido

después de la reaccion inflamatoria inmune local que esta siendo controlada.

La mayoria de los datos acerca de la patogénesis de esta enfermedad refiriéndose a
asma atipica, es el desequilibrio entre el fenotipo Th-1 (inmunidad mediada por células)
y el Th-2 (inmunidad mediada por anticuerpos). La genética, el ambiente intrauterino, la
dieta materna e infantil, infecciones respiratorias y exposicion al medio ambiente, todo
lo anterior contribuye a que se pierda este delicado equilibrio. La manera en la cual
todos estos factores convergen para determinar la reaccién del sistema inmune de un
sujeto determinado da como resultado inflamacion y remodelacion de vias aéreas. Los

principales factores que favorecen un fenotipo Th-2 finalmente conducen a la atépia *°.

La inmunidad adquirida es particularmente importante en el asma alérgica. Estudios
epidemiolégicos han demostrado que la atdpia esta asociada con AHR @ asi como
también, la incidencia *”, la persistencia y la severidad ‘® de esta enfermedad. En un
extenso estudio poblacional, la atopia fue el factor de riesgo mas importante para el
desarrollo de AHR 9,

-14 -



3. PATOGENIA DEL ASMA

El desarrollo clinico del asma es un proceso complejo, tomando en cuenta la existencia
de una predisposicion genética del individuo a la sensibilidad al alérgeno y el
desequilibrio entre la inmunidad celular (Thl) y la inmunidad humoral (Th2). Esta
reaccion humoral provocada por el alergeno genera la hipersensibilidad mediada por
IgE, es decir, una respuesta alérgica. Tal reaccién es posible dividirla en etapas, la
etapa de sensibilizacion y la etapa de respuesta a posteriores exposiciones al alérgeno

de la que tendremos dos fases de respuesta ??.

3.1Etapas de la respuesta alérgica.

3.1.1 Etapa de sensibilizacion

Esta primera fase es inmediata, se presenta en segundos alcanzando la respuesta
maxima en una hora, la cual es caracterizada por ser un proceso anafilactico, es decir,

se presenta la participacion de IgE.

Para dar inicio a una respuesta de tipo alérgica es obligatorio que un individuo atépico
tenga una primera exposicion al alérgeno, esto es, una sensibilizacion. Esta
sensibilizacion consiste en que el alérgeno al ser inhalado y no poder ser eliminado,
tiene contacto en las vias aéreas con las células dendriticas MHCII especifico al
alérgeno, migran a los nddulos linfaticos periféricos para el procesamiento y
presentacion de antigeno a los linfocito Ty B V).

A continuacion se da una respuesta donde participan citocinas y moléculas
coestimulatorias. De acuerdo al microambiente que se tiene se da una respuesta de tipo
Th2 produciendo citocinas como IL-4, IL-13 e IL-5. IL-4 y 13 son esenciales para el
reclutamiento de linfocitos B y para el cambio de isotipo de inmunoglobulina en las

células plasmaticas #.

En ensayos in vitro, la IL-4 y la IL-13 pueden inducir la
liberacién de citocinas pro inflamatoria y la expresién de moléculas de adhesion ©. La

inhalacién de IL-4 causa AHR en respuesta a la metacolina e incrementa la cantidad de

-15-



eosinéfilos en esputo de pacientes asmaticos ®, por otro lado, los ratones transgénicos
gue sobreexpresan la IL-13 desarrollan una incrementada AHR y una eosinofilia en vias

aéreas @,

Participan sefales coestimulatorias, en donde también participan integrinas y moléculas

de adhesion intracelular %,

Los anticuerpos IgE sintetizados por las células
plasméaticas son secretados y liberados al torrente sanguineo, se unen a sus receptores
Fc de alta afinidad (FceRI) localizados en los mastocitos en tejido y en basdfilos de
sangre periférica, asi como en los receptores de baja afinidad (FceRIl o CD23) ubicados
linfocitos, plaquetas, macréfagos y en eosindfilos, protagonistas esenciales en el
infiltrado inflamatorio y reclutados por IL-5. Una vez que las IgE especificas para el
antigeno se encuentran unidas a las células cebadas, futuras exposiciones con el

antigeno puede inducir una rapida activacion 9.

Un individuo puede ser susceptible al efecto de alérgeno mediante cualquiera de los

siguientes mecanismos:

1. Antigenos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
clase Il, especificamente alérgenos inhalados los cuales van a ser presentados
eficientemente por monocitos y células dendriticas.

2. El tipo de receptor especifico de linfocitos T puede permitir una respuesta mas
eficiente de células T.

3. Mas, o mayor actividad de, IL-4 puede causar una exagerada produccion de IgE.
Una eficacia mayor de los receptores de alta afinidad para IgE en células
cebadas, basdfilos u otras células efectoras pueden causar una respuesta
exagerada debida a la interaccion alérgeno —IgE. Lo cual induce la liberacién de
mediadores inflamatorios, lo cual a su vez aumenta los niveles de IgE.

5. La contraccion de musculo liso en respuesta a la liberaciébn de agonista por
células efectoras puede aumentar debido a un defecto o una disminucion de
receptores 2 adrenérgicos.

6. Debido a los cambios en receptores especificos el individuo puede responder

mas eficientemente a toxinas inhaladas %°.
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3.1.2 Etapa de respuesta tardia

Al termino de la primera exposicion del alérgeno no se ha producido ningun tipo de
reaccion, es hasta la segunda exposicion y en las posteriores exposiciones en los que
se establece una respuesta alérgica, Cuando las moléculas de IgE especificas para el
alérgeno que se encuentran en la superficie de las células cebadas, interactian con el
alérgeno, ocurre el entrecruzamiento de la IgE. Este entrecruzamiento induce la
activacion induce la activacion de una cascada de sefales que causa la liberacion de
granulos preformados que contienen mediadores inflamatorios preformados como son
la histamina, heparina, serotonina, triptasa, citocinas de tipo Th2 (histamina, triptasan,
ecosanoides, radicales libres y citocinas de tipo Th-2). Esta exocitosis de mediadores

preformados constituye estableciendo asi la fase temprana en minutos ©7.

Esta segunda etapa se presenta alrededor de 4 a 6 horas después de la exposicion al
alérgeno y es caracterizada por la contraccion del muasculo liso, asi como de un
aumento de la permeabilidad vascular (vasodilatacién) e hipersecreciéon de moco, por
accion de la histamina ®®. La pérdida de la integridad de microvasculatura, y el paso de
las proteinas del plasma a las paredes de las vias aéreas causa el estrechamiento del
lumen @9, La triptasa potencia el efecto de la histamina, causando contraccién del

masculo liso @2,

La fase tardia esta dada por la fabricacién de derivados del acido araquidénico como
leucotrienos y prostaglandinas que tienen como efecto la contraccién sostenida del
musculo liso, vasodilatacién y agregacion plaguetaria. Junto con la produccion de estos
derivados del acido araquiddnico, se presenta la secrecion de citocinas y quimiocinas
responsables de la obstruccién de las vias aéreas por reclutamiento de eosindfilos
mediadores de la inflamacion cronica alérgica, linfocitos Th2 CD4, macrofagos y

30

neutrdfilos Con esto se produce una reaccion inflamatoria sostenida. Una vez que

la reaccion de fase tardia inicia, los eosinéfilos son los principales mediadores de la

inflamacion crénica en los pacientes con asma ©V.
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Los eosindfilos contribuyen al mantenimiento de la respuesta alérgica y del dafio al
tejido. La diferenciacion selectiva de los eosinéfilos se da gracias a IL-5. Este hecho se
ha demostrado en un estudio con ratones transgénicos que sobreexpresan IL-5, en
ellos se mantiene una eosinofilia marcada, en tanto que la delecion de IL-5 en ratones
expuestos al antigeno muestran una disminucién significativa de la eosinofilia pulmonar
(3031 Se sabe también que los eosindfilos son reclutados por quimiocinas producidas
por los mastocitos y los linfocitos T como Eotaxina 1 y 2, ademas de la liberacion de
mediadores: “Major basic protein”, neurotoxina derivada de eosindfilos, peroxidasas,
proteinas catidnicas, leucotrienos, RANTES. Estos mediadores dan lugar a dafio directo
en el pulmén por la citotoxicidad en las células epiteliales, hiperreactividad aérea,
vasodilatacién, contraccion del musculo liso, secrecion de moco, de-granulacion de
mastocitos y reclutamiento de mas eosindfilos, manteniendo asi la respuesta Th2. Con
estas reacciones la inflamacion alérgica es un ciclo de reclutamiento de células
inflamatorias y de un dafio tisular crénico provocando cambios estructurales en el tejido

y disminuyendo la funcionalidad del pulmén Y.

3.2 Funciones de IgE en la respuesta alérgica: Hipersensibilidad inmediata, ajuste del

alérgeno y regulacion de IgE.

Asma, rinitis alérgica y dermatitis atdpica son por poco invariables acompafadas por
altos niveles de IgE. Analisis genéticos han demostrado que la hiperreactividad
bronquial (BHR) y los niveles de IgE estan ligados. Asi en la practica clinica alergenos
especificos de IgE es generalmente partidario a una conexién a la induccion de
sintomas alérgicos en vias aéreas, y es usado como una guia para modificacion

ambiental e inmunoterapia 432

La interaccion de IgE con el antigeno es conocida por guiar una variedad de secuelas
inmunoldégicas. El entrecruzamiento de IgE unidos a los mastocitos por FceRI provoca la
liberacion de mediadores vasoactivos preformados, sintesis de prostaglandinas y
leucotrienos, y la trascripcion de citocinas. En la mucosa bronquial estos mediadores de

reacciones de hiperreactividad inmediata rapidamente inducen edema en la mucosa,
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produccion de moco y contraccion del musculo liso y eventualmente secretan un

infiltrado inflamatorio.

La IgE induce de-granulacion in vivo es frecuentemente seguida a una fase de reaccion
tardia (LPR), una segunda fase de respuesta hiperreactiva ocurre algunas horas
después la reaccion aguda y dependiente sobre eosinofilos. En asmaticos, esto se
manifiesta como una segunda etapa de disminucién de flujo de aire 4-8 hrs después del

contacto inicial con el alérgeno 439,

Los anticuerpos IgE (pero no otros isotipos) son capaces de transferencia pasiva de
ambos hiperreactividad aguda y una fase reaccién tardia al cambio del alergeno. Esto
es postulado de que los sintomas de la via aérea cronica resultan de la persistencia de
la respuesta inflamatoria de la fase tardia en situaciones de exposicion al alergeno.
Evidencias en modelos humanos y animales sugieren que la activacion de mastocitos
mediada por IgE da un aumento a ambas respuestas, aguda y de fase tardia.
Respuestas agudas son acompafadas por evidencia de activacion de mastocitos y
liberacion de mediadores. Inhibicién de la activacién de los mastocitos o interferencia
con la funcién de los mediadores, bloques de ambas fases de la respuesta. En adicion a
la activacion de mastocitos via FceRl, la interaccion de IgE con otros receptores, incluye
CD23 (FcRIl). La interaccion CD23-IgE provee un importante mecanismo por el cual
alergeno-IgE especifico pueden aumentar respuesta inmune celular y humoral en

marcos de encuentros recurrentes con el alergeno ©2.
3.3 Importancia funcional y procesamiento del TGF 8

TGF-B son una familia de citocinas multifuncionales que tienen una vital importancia,
Los TGF-B's estan implicados en procesos de desarrollo y diferenciacion, inhiben el
crecimiento de células epiteliales y endoteliales asi como las funciones inmune y
hematopoyética, promueven el crecimiento del tejido conectivo, favorecen la quimiotaxis
de fibroblastos, macrofagos, linfocitos y estimulan la reparacion de tejidos. También se

los ha relacionado con procesos patolégicos, como son la produccion excesiva de
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matriz extracelular, que desencadena fibrosis tisular, y la sintesis de otros factores de

crecimiento ¥,

El TGF-B presenta 3 isoformas de las cuales solo TGF-B1 es producido por linfocitos,
monocitos, macrofagos y células dendriticas, donde tiene como funcién principal la
guimiotaxis de células inflamatorias, asi como en la activacién y supresion de de las
mismas, esto lo hace con la dependencia de la concentracion local de esta citocina y
del grado de diferenciacion de las células blanco. El conocimiento de las funciones de
esta citocina en modelos experimentales sugiere la posibilidad de nuevas estrategias
terapéuticas que se basen en la regulacion de esta familia de citocinas. El TGF-$ es el
miembro prototipico y mejor estudiado de una familia de factores de crecimiento celular,
ubicuos, multifuncionales y esenciales para la sobrevivencia, que tienen un papel
importante en el desarrollo embrionario, la proliferacién celular, la inflamacion, la

reparacion de tejidos y la respuesta inmune ©®.

El TGF- B inhibe la division en muchos tipos celulares, incluyendo células de origen
epitelial, endotelial y hematopoyético. El TGF- B actla en el ciclo celular deteniendo a
las células al final de la fase G1. Este efecto lo logra mediante la represién de c-myc,
factor transcripcional mitogénico, asi como con la induccion de inhibidores de las cdks
(cyclin dependent kinases), cinasas que junto con las ciclinas son el motor del ciclo
celular. El hecho de que ciertas deficiencias en la via del TGF- B contribuyan al

desarrollo de tumores malignos, le da el rango de supresor de tumores ©°.

El TGF- B también regula la respuesta inmune. EI TGF- B suprime la proliferacion y
diferenciaciéon de células B y T in vitro, antagonizando los efectos de citocinas que
participan en inflamacién como son IL-18, TNF-a o IFN-y, y suprimiendo la expresion de
receptores para IL-1 B, e IL-2. En macrofagos, la produccién de superoxido y éxido
nitrico es bloqueada por TGF- 3. Ademas, el TGF- B inhibe la adhesion de neutréfilos a
células endoteliales, por lo tanto limita el reclutamiento de células inflamatorias en la

lesion 7,
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El TGF- B controla la produccién de los componentes de la matriz extracelular, la
remodela, y altera la adhesién celular y, en consecuencia la interaccion entre las células
(38 Este factor incrementa la sintesis y depdsito de componentes extracelulares tales
como fibronectina, proteoglicanos y algunas formas de colagena. Ademas, la sintesis de
inhibidores de enzimas de degradacion tales como el inhibidor del activador del
plasmindgeno y el inhibidor tisular de metaloproteasas se incrementan, mientras que la
expresion de proteasas tales como la colagenasa y el activador del plasminégeno se
disminuye por accion del TGF- B. Este aumento en la sintesis de inhibidores vy
disminucion en la sintesis de proteasas conduce a la acumulacion neta de proteinas de

matriz, la cual es indispensable para el proceso de reparacion tisular 9.

El TGF- B también es un factor quimiotactico y activador de macréfagos y fibroblastos.
Estas actividades son benéficas y de duracién limitada dentro del contexto de la
reparacion de heridas. Sin embargo, en algunas ocasiones existe un incremento
incontrolado en la produccion y/o activacion del TGF- B, lo que lleva a la producciéon
excesiva de tejido conectivo. Este fendmeno se presenta en una variedad de
enfermedades como cirrosis hepatica, fibrosis pulmonar idiopatica, escleroderma,
glomerulonefritis, ciertas formas de artritis reumatoide, esquistosomiasis Yy
vitreoretinopatia proliferativa. Estas enfermedades se caracterizan por inflamacion
cronica y acumulacion patoldgica de matriz, que algunas veces esta acomparfiada por

cicatrizacion ©9.
3.4. Participacion del TGF- en el reclutamiento y activacién de células inflamatorias

Todo el proceso de inflamacién y reparacion tisular se caracteriza por el reclutamiento
ordenado y progresivo de células inflamatorias, comenzando por las plaquetas, y
continuando por la migracion de neutréfilos seguido por macréfagos y linfocitos,
terminando con la migracion de fibroblastos a la regién dafiada. Los primeros suceso
dentro del proceso de la inflamacién ocurren con la agregacion y de-granulacion
plaquetaria, en la que hay una liberacion de los primeros mediadores inflamatorios

dentro de los cuales esta el TGF-f que se encontraba en los granulos alfa de las
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plaguetas. Al estar en el inicio de la inflamacién y solo encontrarse plaguetas en el sitio
TGF-pB es liberado en concentraciones minimas (fentogramos), concentracion suficiente
para promover la quimiotaxis de monocitos y linfocitos sanguineos “%. Al estar
presentes una mayor cantidad de células en el lugar de la inflamacién la concentracion
de TGF-B aumenta a picomoles, activando a los monocitos y de esta manera
incrementando la expresion de genética de citocinas proinflamatorias como la
interleucina 1 (IL-1), el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) y el factor de crecimiento
liberado de plaguetas, entre otras. Cada una de estas citocinas tiene a su vez
importantes funciones promotoras de la inflamacién y activacion de la respuesta
inmunoldgica, por lo tanto se considera que durante el proceso inflamatorio, la
participacion proinflamatoria del TGF-B es indirecta, ya que es mediada a través de la
atraccion y activacion de monocitos para que éstos, a su vez generen otras citocinas

que magnifican la respuesta inflamatoria “V.

También es durante estas etapas de la inflamacion cuando el TGF-f participa en el
inicio de la regeneracion y cicatrizacion del tejido lesionado, al atraer
guimiotacticamente y activar a fibroblastos y células endoteliales. Otro aspecto de
importancia en este proceso es el control autocrino que tiene el TGF- que consiste en

inducir su propia produccién actuando sobre todo en monocitos “2.

Hasta este momento TGF-f3 ha tenido un efecto proinflamatorio y si esto continua asi se
seguiria reclutando mas células inflamatorias, y este proceso se convertiria en un
mecanismo de lesion tisular. Sin embargo, la misma respuesta inflamatoria esta dotada
de mecanismos que suprimen las respuestas proinflamatorias y asi evitan la inflamacién
excesiva que es capaz de producir dafio tisular. Cuando la inflamacién es extensa
existen muchas células que producen TGF-f induciendo altas concentraciones de esta
citosina llevandolo a nanomoles, lo que la hace actuar como una citocina
antiinflamatoria tal vez porque en este momento existen células macrofagos

diferenciadas que se desactivan ante la exposicién a altas concentraciones de TGF-
(41)
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3.5 Factor de transcripcion Yin-Yang-1 (YY1)

YY1 es una proteina ubicuo que tiene un peso de 68-kDa, contiene dedos de zinc, este
factor de transcripcion es codificado por el gen de YY1 localizado en el cromosoma 14
en el segmento g32.2. Estructuralmente esta conformado por cuatro dedos de zinc de
tipo C2H2, con dos dominios especificos que caracterizan su funcién como un activador
o represor. El dominio de represion esta dado por el dominio C-terminal. La region N-
terminal actia como un potente domino activador. Esta region esta llena por un dominio
rico en glicina y 11 residuos consecutivos de histidina. Asi, la posicion C-terminal actia
Como un represor en la transcripcion y la posicion N-terminal actia como un potente
dominio de activacién. Lo que distingue esta proteina de otros factores de transcripcion
es su habilidad no solo de iniciar la transcripcién sino que también la regula a través de

activacion o represion “2).

YY1 posee la propiedad inusual de regular la transcripcion en diversos genes celulares

y virales, mediante tres vias diferentes: reprime, activa, e inicia la trascripcion 9. Entre
los genes que activa se incluyen IFN-a, B-caseina, c-fos y c-myc; asi como también los
promotores de diversos virus en los cuales se incluyen el citomegalovirus (CMV), virus
de la leucemia murina, virus del papiloma humano (VPH) y el virus de inmunodeficiencia
humana (VIH) “2.

Se ha encontrado que YY1 regula positivamente la expresion de ligandos de
quimiocinas como CCL13, en linfocitos de pacientes con asma ®®, y que regula
negativamente la expresion de los receptores para quimiocinas, CCR5 y CXCR4 en
linfocitos de pacientes con SIDA, la sobreexpresiéon de YY1 reduce la expresion de
CCR5 y CXCR4 en su superficie celular, reduciendo asf la infeccién por HIV-1 (617,

3.6 Regulacion de la transcripcion mediada por YY1

Se ha sugerido que YY1 reprime la transcripcion usando multiples mecanismos.

Frecuentemente estos mecanismos involucran la competicion de YY1 con factores de
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activacion en los sitios de unién que se traslapan, por lo tanto, decrece la actividad del
promotor y resulta una represion de la transcripcion. Otras hipétesis incluyen la
regulacién negativa de YY1 sobre los activadores unidos al promotor cercanos a el. En
general, los modelos que explican a YY1 como un represor o activador de la

transcripcion son “¥:

¢ El modelo del desplazamiento.

¢ Interferencia con la funcion de los activadores transcripcionales.
e Interaccion con correpresores.

e Activacion directa.

¢ Inhibicion del cofactor inducido de la represion de YY1.

¢ Reclutamiento de coactivadores.

- El modelo del desplazamiento. Existen evidencias que sugieren la presencia de varios
promotores con secuencias de sitios para YY1 que se traslapan y compiten con factores
activadores. Induccion de desplazamiento del activador reprimida de la represion
transcripcional mediada por YY1. YY1 puede efectuar represion transcripcional en los
sitios de unién del promotor llevando una competencia con los activadores con un

sucesivo desplazamiento del activador.

-Interferencia con la funcién de los activadores trancripcionales.
a) Directa. YY1 reprime directamente la activacion transcripcional, a pesar de la
presencia de un activador transcripcional al sitio promotor de un gen, YY1 se adhiere a

distancia, resultando en la represion del promotor.
b) YY1 emplea inhibicion de la activacion de transcripcién, via unién fisica directa. YY1
interfiere con la accién del activador transcripcional, provocando represion de la

transcripcion

c) YY1 utiliza la inhibicion de la transcripcion por interaccién. EI modelo DNA-binding
sugiere la habilidad de YY1 para interferir con la comunicacién del activador y en
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consecuencia la retardada activacion del activador, mediado, representando un ejemplo
de una interferencia indirecta del sitio de unidon de una interaccion fisica con DNA y el
sitio promotor del gene.

Interaccién con correpresores. El factor de transcripcion YY1 tiene la habilidad para
unirse a correpresores que actian directamente para facilitar la represion
transcripcional. El dedo de zinc y las regiones ricas en glicina de YY1 son conocidas por
ser instrumentos en la actividad represora de YY1, adicionalmente YY1 frecuentemente
requiere la ayuda de cofactores que interactian con sus dominios de represion para
facilitar dicho efecto. Este modelo explica que YY1 modula la represién del activador
transcripcional por complejos que forma con correpresores, YY1 podria reclutar los
correpresores que directamente actian para facilitar la represion transcripcional o
inducir el remodelamiento o rearreglo cromatico para enfatizar el asistente mediado por

YY1 DNA interaccion y represion.

YY1 es también capaz de reprimir los cofactores pivoticos para la actividad celular y
regulacién viral, incluyendo interferén B y y. Dos mecanismos que podrian actuar para
la regulacién de la transcripcion mediada por YY1 de los productos del gen como los
IFN incluye 1) una similar competencia desplazamiento con YY1 y un sitio comdn de
union AP-1 y 2)la represion mediada solamente en la presencia de un sitio cercano a

una proteina como AP-2.

Activacion directa

Estudios han mostrado interacciones con cofactores que actian en el N-terminal,
sugiriendo una posibilidad de una regulacion de actividad represiva excediendo
activacion. YY1 podria activar directamente la transcripcion del gene por uniéon a los
promotores del gene y/o factores transcripciones que estimula la activacion

transcripcional mediada por YY1.
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3.6.1. Coactivadores de YY1

YY1 puede actuar independientemente. Algunos de los efectos de YY1 sobre el gene
de transcripcion son ejecutados via cofactores. La proteina AAV de E1A es un ejemplo
de un coactivador de YY1. Posible mecanismo involucrado en activacion colaboradora
puede incluir interaccion proteina-proteina con E1Ap300 complejo requerido por E1A
para el relieve de represion mediado por YY1. Se ha demostrado que E1A puede servir
como un iniciador de la activacion de transcripcion mediada por YY1 via ataque a el
promotor P5 3,

3.7Relacion entre TGF-By YY1

TGF- B se encuentra aumentado en pulmones de individuos asmaticos y puede modular
la inflamaciéon y remodelacion en vias aéreas. Algunos estudios genéticos han
encontrando que el polimorfismo del nucleétido C-509T en el gen promotor de TGF-

puede ser asociado con la alterada expresion del gen y el fenotipo de asma “¥.

La expresion de TGF-B esta influida por polimorfismos en el gen de TGF-, y algunos

de esos polimorfismos podrian estar asociados con asma y otros padecimientos %49,

En particular, se ha descrito un polimorfismo en el promotor de TGF-, se trata de un
cambio citosina (C) a timina (T) del par de base 509 [C-509T] (posicion relativa para
empezar el sitio de transcripcién definido en GenBank NM-000660 t NT-011109) que
altera el sitio de unién del factor de transcripcion YY1 y estd asociado con altas
concentraciones circulantes de TGF-B en plasma “®. Esto ha hecho pensar que el alelo
T en este sitio de union de YY1 sobre el promotor de TGF-f influye en la expresion de
esta citocina y a su vez con la fisiopatologia del asma “®, sin embargo, éstos todavia
no han sido demostrados durante la fase completa de la enfermedad.
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El incremento de TGF-B es localizado principalmente en el tejido conectivo extracelular
del espacio subepitelial de las vias aéreas en asociacion con los proteoglicanos unidos
en el medio. Las células epiteliales de las vias aéreas, eosindfilos, linfocitos T,
fibroblastos y macrofagos expresan TGF-B; sin embargo, la fuente celular precisa del

incremento de TGF-B en las vias aéreas de individuos con asma no es conocida aun
)

TGF-B es secretada como un complejo constitutivo y puede ser procesado via
proteasas, &cidos 0 especies reactivas de oxigeno para ser activadas “©.
En el control de la actividad de TGF-B, estan involucrados multiples mecanismos, un
ejemplo importante son los mecanismos transcripcionales que son regulados por
citocinas inflamatorias, oxido nitrico y especies reactivas de oxigeno encontrado en las
vias aéreas de individuos con asma. Si el polimorfismo presente en el promotor de
TGF-B, C-509T, tiene impacto en la transcripcion de TGF-B, éste podria tener
importantes efectos sobre la actividad de TGF-B en las vias aéreas. YY1 es un factor
de transcripcion expresado ubicuamente con dedos de zinc que podria funcionar como
un activador o represor de los genes de transcripcion, porque la afinidad de YY1 y
actividad promotora del alelo T estan incrementados cerca del 30%, en comparacion
con el alelo C, lo que lleva a especular que las alteraciones en la afinidad de YY1 son
responsables para la asociacion de C-509T con el asma. Estudios sugieren que el
polimorfismo en el nucleétido C-509T del gene TGF-B es un importante locus para
susceptibilidad al asma. Se especula que el alelo T de C-509T contribuye al desarrollo
del asma por incremento de los niveles basales del gene TGF-f en las vias aéreas de

individuos susceptibles debido al incremento de la afinidad a YY1 al promotor “4%.

Con lo anterior, es razonable pensar que cuando se encuentre una mayor expresion de
YY1, la expresion de TGF-p se vera incrementada, por lo que esta relacion entre este
factor de transcripcion y esta citocina sera directa, y a su vez la alta expresion de TGF-
se asociara con un efecto negativo en vias aéreas de sujetos asmaticos contribuyendo
al grado de severidad del asma. No se ha publicado un estudio donde se asocien estas

proteinas que demuestren una relacién directa, por lo que este trabajo aplicando la
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tecnologia de microarreglos de tejidos y la tincion inmunohistoquimica, resulta

novedoso el analisis de esta asociacion.

4. TECNOLOGIA DE MICROARREGLOS DE TEJIDOS

Una de las herramientas de analisis global recientemente utilizada para la validacion de
la expresion, tanto de &cidos nucleicos como de proteinas, de manera in situ, son los
arreglos de tejido. Estos, permiten validar posibles marcadores tumorales en forma
masiva, debido a que se puede analizar un gran nimero de muestras clinicas bajo las

mismas condiciones experimentales de manera paralela “®.

La tecnologia de microarreglos de tejidos empleada en este estudio es una nueva
tecnologia actualmente usada ampliamente en estudios basicos y clinicos. La
tecnologia de microarreglos de tejidos es un aumento sobre la tecnologia de seccion
histopatologia tradicional, que es basada en muestras simples y tienen baja eficiencia.
Las ventajas del microarreglo incluyen alta eficiencia, bajo costo, ahorro de tiempo,
confiabilidad y comodidad para control experimental. Desde la principal caracteristica
del microarreglo de tejido es combinar el estudio de un gene y sus productos de
expresion con histomorfologia, esto posee un gran potencial es estudios onco-
patolégicos. La preparacion del punto, la tincién y la exanimacion tienen limitada la

aplicacién de esta tecnologia a enfermedades no tumorales “9.
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Figura 2. Principio del microarreglo de tejidos

Puntos cilindricos, son obtenidos de bloques individuales de tejidos, fijados en
formalina, embebidos en parafina. Estos son transferidos a un bloque de microarreglo
de tejidos, cada bloque de microarreglo de tejido generado puede ser seccionado y las
laminillas resultantes tienen el mismo tejido en las mismas posiciones. Las laminillas
pueden ser utilizadas para analisis moleculares, tales como tincion de hematoxilina-
eosina, inmunohistoquimica, mARN, o andlisis de alteracion genética usando FISH

(Fluorescent In Situ Hybridization).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El asma es una patologia frecuente entre nifios de edad escolar ademas de presentar
etiologia multifactorial, donde uno de los factores importantes es la atdpia. Esta

enfermedad continua siendo en problema de salud publica en México y en el mundo.

Se sabe que la expresion elevada de TGF-f3 se correlaciona con el grado de severidad
del asma. Por otro lado, se conoce en estudios in vitro, que YY1 pude regular a TGF-j3,
ya que el promotor de este gen presenta sitios de union para el factor de transcripcion,
ademas de que el polimorfismo C509-T en este promotor puede aumentar la afinidad de

unién de YY1 por el mismo, activando la transcripcién de este gen.

Sin embargo, no existen estudios in vivo en donde se correlacionen la expresion de YY1
y TGF-3, en diferentes grados de severidad de asma.

El esclarecimiento de la patogénesis del asma puede contribuir al conocimiento de

nuevas rutas en el establecimiento de nuevos tratamientos terapéuticos, con el fin de

disminuir la severidad y la prevalencia de este padecimiento.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion que existe entre TGF-B y la expresion de YY1 en tejido pulmonar

de ratones asmaticos con diferente grado de severidad.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para aplicarla en el microarreglo

de tejidos

2. Evaluar la expresion de TGF-B en tejido pulmonar de modelos murinos de asma

con diferentes grados de severidad.

3. Evaluar la correlacion de la expresion de TGF- con la expresion de YY1
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HIPOTESIS

La presencia del polimorfismo en el promotor de TGF-B modifica la union de YY1, esto
aumenta la transcripcion de este gen. Por lo que, la correlacién que existe entre la
expresion del factor de transcripcion YY1 y la expresion de la citocina TGF-8 en tejido
pulmonar de ratones asmaticos es directa y esto a su vez se relaciona con el grado de

severidad.
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METODOLOGIA

Durante el experimento los ratones se mantuvieron en condiciones de bioterio, esto es,
con acceso a agua y alimento a una temperatura de 21-24°C. Los ratones fueron

clasificados por modelos de la siguiente manera:

1. Modelos murinos de asma

Modelo 1 (Asma leve). El dia 0 y el dia 5 los ratones recibieron 100 uL de una
suspension que contenia 10 pug de ovoalbimina (OVA) en 1 mg de alum (SUPERFOS),
por via intraperitoneal. El dia 12 recibieron OVA al 0.75% directamente en la traquea. El

dia 16 se evalué la respuesta alérgica inducida.

Balb/c
| ] ] ]
Dias ¢ 5 12 4
— —
ler Reto Sacrificio
Sensibilizacién Dias después
OVA + Alum del Gltimo reto

Figura 1. Modelo murino de asma leve

Modelo 2 (Asma Moderada). El dia O y el dias 5 los ratones recibieron 100 uL de una
suspension que contenia 10ug de OVA en 1 mg de alud, por via intraperitoneal. El dia
12 y 23 recibieron OVA al 0.75% directamente en la traquea. Los dias 4, 8, 16, 30y 60

después del ultimo reto se evalud la respuesta alérgica inducida.
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Balb/c
| | | ] ] ] ] ] ]
0 5 12 23 4 8 16 30 60
——
Sensibilizacion Retos Sacrificio
OVA+ Alum Dias después del dltimo reto

Figura 2. Modelo murino de asma moderada

Modelo 3 (Asma Severa). El dias 0 y el dias 5 los ratones recibieron 100 uL de una
suspension que contenia 10ug de OVA en 1 mg de alum, por via intraperitoneal. El dia
12, 23 y 33 recibieron OVA al 0.75% directamente en la traquea. Los dias 16, 30 y 60

después del ultimo reto se evaluaron la respuesta alérgica inducida.

Balb/c
| | | ] ] ] ] ]

Dias 0 5 12 23 33 16 30 60
—_— — —_—
Sensibilizacion Retos Sacrificio

OVA + Alum Dias después del tltimo reto

Figura 3. Modelo murino de asma severa

Controles. Cada grupo control recibié solo SS en lugar de OVA, de la misma manera
gue se describe en cada uno de los diferentes modelos. Este trabajo experimental fue

llevado a cabo bajo los siguientes esquemas de trabajo.
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Cuadro 1. Esquema de trabajo de los grupos problemas

Grupo Sensibilizacion Retos Esquema  Marcaje Dia? -dc-a
sacrificio

1 Leve D 16

2 Moderado F 28

2 Moderado H 32

2 Moderado J 34

Problema OVA + Alum 3 Severo L 44

2 Moderado N 64

3 Severo @) 42

2 Moderado Q 52

3 Severo S 72

Cuadro 2. Esquema de trabajo de los grupos controles

Grupo Sensibilizacion Retos Esquema  Marcaje Dia? -dc-a
sacrificio

1 Leve C 16

2 Moderado E 28

2 Moderado G 32

2 Moderado I 34

Control Solucién salina 3 Severo K 44

2 Moderado M 64

3 Severo N 42

2 Moderado P 52

3 Severo R 72

En los dias de sacrificio, los ratones fueron anestesiados en una camara de éter, con el
fin de ex-sanguinarlos por medio de un corte en el plexo axilar. La sangre que se
colectd se dejé que formara el coagulo y posteriormente, al retirarlo, se centrifugdé para

obtener los sueros que fueron almacenados a -80 °C. Comenzando con un corte por el
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estdmago, se procedi6 a abrir al animal hasta la parte superior cuidando de no cortar la
traquea y los pulmones. Ya que estaban descubiertos los pulmones y la traquea se
cort6é uno de los pulmones, el cual fue almacenado para posteriores pruebas de biologia
molecular, el otro pulmén se prefundid, se introdujo una aguja con el bisel hacia arriba
por la traquea administrando etanol hasta que el pulmén se observara inflado, para
conservar su estructura original, este pulmon fue retirado y colocado en tubos Falcon de

50 mL, que contenian 10 mL de etanol absoluto para su posterior inclusion en parafina.

2. Deshidratacién e inclusion del tejido

Los pulmones obtenidos fueron cortados de vértice a vértice, posteriormente este tejido
se colocO dentro de “casettes” de inclusion para su posterior deshidratacion. Para
deshidratar el tejido estos “casettes” se introdujeron en etanol al 70% por 30 minutos,
posteriormente este alcohol se reemplazo por etanol al 96% por 30 minutos, luego se
pasaron por alcohol absoluto durante 15 minutos seguido de acetona por otros 15
minutos, luego permanecieron en xilol por media hora y por Ultimo se pasaron a una
mezcla de xilol-parafina durante 30 minutos, todo estos tiempos los tejidos junto con los

reactivos estuvieron dentro de la estufa.

La inclusion se realizo con la parafina y los moldes previamente calentados, colocando
la parte plana del tejido al fondo del molde de acero inoxidable y justo en el centro,
sobre el molde se coloco la tapa del “casette” y se vertié parafina liqguida sobre este, se
espero hasta que solidificara la parafina enfriandola en hielo y se separo el bloque de

parafina del molde de metal.

3. Corte de tejido y preparacion de laminillas

Los cortes se realizaron en un microtomo con un grosor de 4 , se hicieron dos cortes el

mismo bloque para colocarlas en una misma laminilla. Estos cortes se colocaron en un

bafio de flotacién, con agua destilada previamente calentada, se introdujo la laminilla ya
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marcada en el bafio de flotacion, de tal manera que al sacarla los cortes quedaran

sobre el centro del portaobjetos.

4. Tincién de H/E

En los portaobjetos que se montaron los cortes del tejido para la tincién de rutina H/E.
Las laminillas fueron desparafinadas en un horno a 60° C e hidratadas mediante un
tratamiento con alcohol a concentraciones decrecientes. Posteriormente el tejido fue
contratefiido por 30 segundos con hematoxilina de Harris - eosina. Finalmente se
deshidraté en alcohol a concentraciones crecientes y xileno, e inmediatamente se
cubrieron con resina sintética. Las muestras se analizaron mediante microscopia de luz

convencional.

5. Puenteado de laminillas

Los tejidos que fueron tefiidos por la tincion de H/E, fueron punteados en regiones del
pulmén donde se mostraron caracteristicas propias y representativas de los grupos
analizados, con el objeto de tener una muestra representativa que fue colocada en el

microarreglo de tejidos.

6. Microarreglo de tejidos

Para la construccion del arreglo de tejidos se procedié de la siguiente manera. De cada
bloque de parafina con tejidos diferentes, se hicieron cortes de 3 um para la tincion de
hematoxilina y eosina con el fin de identificar la region de interés. Es decir, una region
que contenga exactamente la lesibn que se pretende analizar. Posteriormente, se
procedié a la construccion del arreglo utilizando el CHEMICON's Advanced Tissue
Array (ATA 100 Chemicon) en colaboracion con la Unidad de Investigacién en
Inmunologia e Infectologia del Centro Médico Nacional La Raza, IMSS, en donde a
grandes rasgos una aguja calibre 0.5 mm marco los pozos de 3 mm de profundidad de

un blogue de parafina de 2.5 X 2.5 cm “en blanco”, delimitAndose una matriz de 5 x 5
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elementos y el cual se denomino como bloque receptor. Una vez elaborada la matriz,
con una aguja de calibre 0.4mm se extrajeron los cilindros de tejido de cada una de las
muestras impregnadas en parafina del bloque donador y como guia se utilizara el corte
tefido con hematoxilina y eosina. Cada uno de estos cilindros de tejido, fueron
implantados en el bloque receptor y una vez completada la matriz de 168 tejidos, se
relleno con una pequefa cantidad de parafina liquida sobre el arreglo para igualar la
altura de los cilindros. Posteriormente, el arreglo se calentdé en un horno a 60 °C por 15
minutos para homogeneizar la parafina de los cilindros implantados con la del bloque
receptor y eliminar los espacios entre los cilindros de las muestras y el bloque mismo,
los cuales pudieran causar problemas al momento del corte. Finalmente el arreglo se
enfri6 durante 5 minutos en hielo y se obtuvieron cortes de 3 um con un micrétomo

rotatorio como lo muestra la siguiente figura:
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Figura 4. Mapa del microarreglo de tejidos

7. Inmunohistoquimica

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccion para cada

marcador se realizd en un sélo tiempo en todos los grupos. Los cortes se montaron en
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laminillas cubiertas con silano. Se mantuvieron en una estufa bacteriol6gica a 62 °C por
1 hora, para desparafinar, con el siguiente procedimiento se procedié a hidratar la
muestra: 3 bafios en xileno, con duracion de 8 minutos cada uno, 2 bafios en etanol al
100%, un bafo en etanol al 90%, un bafio en etanol al 70% y un bafio en agua
destilada, cada uno de ellos con duracién de 5 minutos.

Se realiz6 la recuperacion de antigeno con citrato de sodio, por 20 min en ebullicién y
las laminillas se lavaron para eliminar el exceso de citrato. Se elimind la actividad de la
peroxidasa enddgena con metanol y perdxido de hidrogeno al 3% por 15 minutos dos
veces. Se bloqued la unién no inmunoldgica de los anticuerpos al tejido, con una
solucién de suero normal de cerdo y con suero humano al 2% por toda una noche.
Posteriormente, las secciones se incubaron toda la noche a temperatura ambiente en
camaras humedas con los anticuerpos anti-YY1 y anti-TGFB(dilucion 1:500) por 4
horas. Después se incubo con el segundo anticuerpo conjugado a Biotina link, con
streptavidina conjugada a peroxidasa de rdbano (HPR), por ultimo el color se genero
mediante la adicion del substrato DAB (diamino benzidina) durante 8 minutos; la

reaccion se detuvo con agua de la llave y fue contratefiida con hematoxilina 5 seg.

Después el tejido se deshidratd bajo el siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%,
etanol 90%, etanol 100% y xileno en bafos de 5 minutos cada uno. Finalmente las

preparaciones se cubrieron con resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

8. Andlisis morfométrico
Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células positivas
(color café) y la densidad de la expresion se cuantificaron en 4 campos para cada

muestra, utilizando un analizador de imagenes con el programa Imagen-Pro® Plus de

Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.
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9. Andlisis estadistico

Se elaboré una base de datos y la informacién fue procesada utilizando el programa de
analisis estadistico Prisma®© (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Los datos se
presentan mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion estandar. La
evaluacién de la diferencia en el numero de células positivas y la densidad de expresion
de las reacciones inmunohistoquimicas se realiz6 mediante ANOVA de una via. Se
realizé andlisis de comparacion multiple de Tukey para identificar la diferencia entre
grupos. En la evaluacion de los grupos de estudio y controles se utilizo t de Student. Un
valor de p< 0.05 es considerado como significativo. Para el andlisis de correlacion se

realizd un andlisis de Pearson.
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RESULTADOS

En la estimacion de la respuesta alérgica inducida por OVA se observd mediante la
tincion de H/E y PAS, que la cantidad de infiltrado inflamatorio aumenta de acuerdo al
grado de severidad del asma, es decir, en el asma leve se visualiza un minimo infiltrado
inflamatorio, y éste aumenta en el modelo de asma moderada, para el modelo de asma
severa tal infiltrado aumenta de manera considerable con respecto al segundo modelo.
De esta manera la cantidad de moco en el grado mas severo de asma se encuentra en
mayor proporcion que en asma moderada y €ste a su vez en mayor con referencia al

asma leve. (Figura 7)

En la estandarizacion del microarreglo de tejidos, se encontré que la dilucion ideal para
la tincion de TGF-B fue 1:500 (0.0004ug/uL) y para YY1 1:1500 (0.00013ug/uL),
utiizando una técnica de blogueo diferente para cada anticuerpo, utilizando suero
normal de cerdo al 2% para YY1 y una mezcla de suero normal de cerdo y suero
humano al 2%, con el objetivo de bloquear la mayor cantidad de receptores Fc’s

evitando el pegado inespecifico del anticuerpo TGF-B.

Se realizé la tinciébn de inmunohistoquimica para evaluar la expresion de TGF- en
tejido pulmonar de los ratones de estudio (tratados con OVA) y ratones controles
(tratados con SS), uno de los microarreglos corresponde a los bronquios, mientras que
el otro corresponde a los vasos (Figura 6). Sobre la tincion de TGF-f en estos
microarreglos, se realizaron fotocomposiciones representativas para cada modelo
experimental, en estas fotografias se incluyen: un control de isétopo, el cual es un
anticuerpo de la misma naturaleza del anticuerpo primario, con el fin de que este control
muestre que el primer anticuerpo no se este pegando de manera inespecifica.

Para analizar la expresion de TGF- en vasos se incluyen imagenes representativas de
los controles de solucion salina y de casos de estudio tratados con OVA, para cada uno
de los modelos experimentales. En éstas se observé que el anticuerpo primario no se

pega inespecificamente, también se presenta un aparente aumento de tal expresion
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entre los grupos de estudio y los respectivos controles, ademas de que la expresion de
TGF-B es posible observarla en células del tejido epitelial de los vasos sanguineos, en
macrofagos vy linfocitos. En estas imagenes es posible ver como el infiltrado

inflamatorio aumenta en cada uno de los modelos. (Figuras 8-10)

La tincion de TGF-B en los bronquios (Figuras 11-13), se muestra una mayor cantidad
en los modelos mas graves, es decir, el grupo de asma severa ha mostrado un mayor
expresion de TGF- con respecto a lo grupos de menor grado de asma. La expresion
de esta citocina se hace méas evidente en el citoplasma y la regién perinuclear de las

células del epitelio bronquial, asi como también en macréfagos y linfocitos.

Con las fotos obtenidas de los microarreglos de tejidos se realizé el andlisis del area de
expresion para la tincion en vaso y en bronquios. Primero se hizo un andlisis general
entre todos los ratones que recibieron SS y los grupos que fueron sensibilizados con
OVA, esto es para el microarreglo de vasos (Figura 14), donde se muestra la desviacion
estandar como la barra vertical, interpretando que el aumento de la expresion en
ratones sensibilizados con OVA es significativo con respecto a los que tienen sélo
solucién salina (p<0.0001). En le evaluacion de la expresion de TGF- de manera
general en el microarreglo de bronquios, se obtuvo la grafica de la figura 14, donde
también se muestra la diferencia significativa entre estos grupos (p=0.0017).

El analisis del area de expresion que muestra la expresiéon de TGF-3 en los vasos del
tejido pulmonar en los diferentes grupos de asma (Figura 15), los resultados reflejan
gue existe una diferencia entre cada uno de los grupos de estudio y sus respectivos
controles, este diferencia también se hace evidente entre la expresion de TGF- entre
el asma severa y el asma moderada (p<0.05).

Mientras que para el analisis realizado en los bronquios de los diferentes grupos de

asma se puede visualizar que tal expresion aumenta entre cada grupo de asma y su
respectivo control y ademas entre los grupos de asma severa y moderada es
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significativa (p<0.001), lo misma diferencia se hace en las grupos de asma leve y

moderada (Figura 16).

Previamente se evalud la expresion de YY1, esto se informo en el trabajo de tesis de la
QFB Diaz Elizondo G ®°, donde se observé que la densidad de la expresiéon de YY1
aumento conforme al grado de severidad del asma. En las figuras 17 y 18, se muestra
este aumento en vasos y bronquios respectivamente. En este trabajo se llegé a la

conclusion de que la expresion de YY1 aumenta con el grado de severidad del asma.

Con los datos obtenidos de la expresion de YY1 y TGF-B se procedid a realizar una
prueba estadistica de correlacién (Pearson), la cual muestra una correlacion positiva
estadisticamente significativa (Figura 19), con una r = 0.391, intervalo de confianza del
95% de 0.029 - 0.662, p = 0.035. Lo cual quiere decir que la expresion de YY1 es

directa a la expresion de TGF-p.
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Figura 1. Estimacion de la respuesta alérgica. A, C Y E fueron tefiidas con HE
(Hematoxilina y eosina), fotografias representativas para cada modelo de asma que
muestran el infiltrado inflamatorio, resultado de la respuesta alérgica. B, D y F, fueron
tefiidas por PAS (periodic-acid-shift) fotografias representativas de cada modelo donde
se muestra en color rosa el moco producido. 40X
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SS OVA

Control de is6topo

40X

100X

Figura 8. Fotografias representativas que muestran la tincion de inmunohistoquimica
para TGF-f en vasos de tejido pulmonar de ratones con asma leve. Se observan control
de is6topo (40x), solucién salina como control y grupo que solo recibié un reto de OVA.

SS OVA

Control de is6topo

40X

100X

Figura 9. Fotografias representativas que muestran la tincion de inmunohistoquimica
para TGF-p en vasos de tejido pulmonar de ratones con asma moderada. Se observan
control de is6topo (40x), solucion salina como control y grupo que recibid dos retos de
OVA.
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SS OVA

Control de is6topo

40X

100X

Figura 10. Fotografias representativas que muestran la tincién de inmunohistoquimica
para TGF-B en vasos de tejido pulmonar de ratones con asma severa. Se observan
control de is6topo (40x), solucion salina como control y grupo que recibi6 tres retos de

OVA.

SS OVA

Control de isétopo

40X

100X

Figura 11. Fotografias representativas que muestran la tincion de inmunohistoquimica
para TGF-B en bronquios de tejido pulmonar de ratones con asma leve. Se observan
control de isétopo (40x), solucion salina como control y grupo que solo recibié un reto

de OVA.
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SS OVA

Control de is6topo

40X

100X

Figura 12. Fotografias representativas que muestran la tincion de inmunohistoquimica
para TGF-B en bronquios de tejido pulmonar de ratones con asma moderada. Se
observan control de isétopo (40x), solucién salina como control y grupo que recibié dos

retos de OVA.

SS OVA

Control de isétopo

40X

100X

Figura 13. Fotografias representativas que muestran la tincion de inmunohistoquimica
para TGF-B en bronquios de tejido pulmonar de ratones con asma severa. Se observan
control de is6topo (40x), solucion salina como control y grupo que recibié tres retos de

OVA.
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Figura 14. Andlisis del area de expresion de TGF-f en vasos y bronquios donde se
observa la comparacion general de los grupos controles que recibieron solucién salina y
los grupos estudio que recibieron ovoalbumina. La comparacién en los vasos
(***p<0.0001, t de Student) y bronquios (**p=0.0017, t de Student) mostraron un
aumento en la expresion con respecto a sus controles que solo recibieron solucion
salina.
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Figura 15. Andlisis del area de expresion de TGF-B en vasos donde se observa la
comparacion de los diferentes grupos de ratones organizados en asma leve, moderada
y severa, asi como sus respectivos controles (*p<0.05, ANOVA, prueba de Tukey). Se
muestra el aumento significativo de la expresion de TGF-B en el modelo severo con
respecto a los modelos menos severos.
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Figura 16. Analisis del area de expresion de TGF-p en bronquios donde se observa la
comparacion de los diferentes grupos de ratones organizados en asma leve, moderada
y severa, asi como sus respectivos controles (**p<0.001, ANOVA, prueba de Tukey). El
modelo de asma severa mostré el aumento significativo de la expresion de TGF-3, con

respecto a los modelos de menor severidad.
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AREA DE LA EXPRESION (um?2)

Figura 17. Andlisis del area de expresion de YY1 en vasos. Se observa la comparacion
de YY1 en vasos en los diferentes modelos de asma (**p=0.05, ANOVA, prueba de
Tukey). Se puede ver que el aumento significativo de la expresion de YY1 es significa
en los vasos del modelo de asma severa, esto es en comparacion con los grupos de
menor severidad ©°.
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AREA DE LA EXPRESION (um?)

Figura 18. Andlisis del area de expresidon de YY1l en bronquios. Se observa la
expresion de YY1 en bronquios, de acuerdo a los diferentes modelos de asma (*p=0.05,
ANOVA, prueba de Tukey). Se puede visualizar que la expresion del factor de
transcripcion aumenta con el grado de severidad del asma, dando como resultado esta
diferencia entre los diferentes grupos de asma ©°.
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Figura 19. Correlaciéon general de la expresion de TGF-B y la expresion de YY1 en
vasos de tejido pulmonar de ratones asmaticos. Se muestra que esta correlacion es
positiva, r = 0.391 y p = 0.035.
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DISCUSION DE RESULTADOS

Uno de los factores mas importantes para el desarrollo del asma es la atopia, es decir,
la predisposicion genética para desencadenar una respuesta de hipersensibilidad
mediada por IgE, por efecto de factores ambientales conocidos como alergenos.
Actualmente se conocen diversos genes y sus productos relacionados con la
susceptibilidad al asma. Tal es el caso del factor de transcripcién YY1 (molécula que se
encuentra presente en todas células y puede activar o reprimir la transcripcion de
diversos genes, dependiendo del medio ambiente y el tipo celular) el cual se ha
reportado que regula genes involucrados en la patogénesis del asma, como lo es el

o (4351).

TGF-f3, esto en estudios in vitr En este sentido se ha demostrado que la citocina

4"y su sobre-expresiéon se asocia

TGF-B esta asociada con la patogénesis del asma
con la severidad del asma y patrticipa en la remodelacién de las vias aéreas, activando
fibroblastos y provocando la sintesis de componentes de la matriz extracelular,
incluyendo colagena tipo 1 y 11, fibronectina, vitronectina y proteoglicanos ©?, ademas se
ha descrito que el polimorfismo existente en el promotor del gen TGF- ubicado en la
posicién C509-T (sitio de unién a YY1), favorece la unién del factor de transcripcion YY1
al promotor de TGF-B y esto permite una sobre-expresion de esta citocina lo que podria
contribuir de manera marcada en la severidad y los eventos de remodelacién en asma
44 Sin embargo, no existe un estudio en donde se demuestre que la sobre expresion

de YY1 esté asociada con la sobre-expresion de la citocina TGF- en modelos in vivo.

En este trabajo se propone abordar esta pregunta y para tal efecto, nuestro laboratorio
ha estandarizado un modelo murino de asma con diferentes grados de severidad que
van desde el asma leve, moderada hasta el asma severa. Se aplicé la tecnologia de
microarreglos de tejidos para evaluar la expresion de TGF-f en modelos murinos con
diferentes grados de asma. La finalidad del microarreglo de tejidos es la de reducir la
variabilidad entre diferentes ensayos y a diferentes tiempos, siendo su principal ventaja,
ademas de que reduce tiempos y costos, disminuye la cantidad de los reactivos
utilizados, debido a que en una sola laminilla es posible examinar multiples tejidos todos

representativos de cada grupo “9.
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La estandarizacion del microarreglo fue primordial, ya que con este procedimiento
encontramos las condiciones ideales para una mejor respuesta del anticuerpo. Debido a
gue al inicio el control de isotipo se unia inespecificamente al tejido pulmonar, lo que
indicaba que con el anticuerpo anti-TGF- estaba sucediendo lo mismo, ya que los dos
son de la misma naturaleza, esto se resolvié blogueando el tejido con suero normal de
cerdo y suero humano al 2%, con lo que fue posible bloguear la mayor cantidad de
receptores Fc’s. Posteriormente, en otros experimentos, se determiné que la dilucién
1:500 para TGF-B era la Optima para obtener una tincién especifica y logrando una
tincion sin la aparicion de fondo, de esta manera se logrd elegir la concentracion

adecuada del anticuerpo.

La tincion resultante se revisd con el propdsito de realizar un andlisis de las areas de
expresion correspondientes para cada modelo de asma, uno de los microarreglos

correspondientes a vasos Y el otro a bronquios.

En los vasos, mediante las imagenes se observd que la expresion de la citocina
aumentd en los grupos sensibilizados con OVA en comparacion con sus respectivos
controles, estos por la respuesta que se lleva contra el alergeno. La expresion de TGF-
B en los vasos de los diferentes modelos de asma, también se puede visualizar con las
imagenes, pero esta diferencia se hace significativa con las gréficas obtenidas del
analisis del area de expresion, lo que también se observa en la expresion de YY1, en
los vasos de los modelos asmaticos. La expresion de la citocina en el modelo
moderado se observdé en menor cantidad, debido a que el infiltrado inflamatorio
presentd una disminucion, y en el modelo de asma leve el infiltrado fue discreto, por lo
gue se esperaba un descenso en la expresion de la citocina, hecho que se vio reflejado
en la gréfica. La tincion se localizé primordialmente en células del tejido epitelial del
vaso, linfocitos T, eosindfilos, principalmente porque células del sistema inmune

sintetizan esta citocina y actdan en la respuesta inflamatoria.
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En el epitelio bronquial, también se observo el aumento de la citocina en los modelos de
estudios con respecto a los controles, esto comprueba el hecho de que el proceso
inflamatorio por el que estan pasando los sujetos asmaticos, sugiere la relaciéon directa
con la expresion de la citocina. Entre los grupos asmaticos, el modelo de asma severa
en comparacion con modelos de menor severidad, se observé la elevada tincion para
TGF-B, localizandose principalmente en células que sintetizan TGF-, como células del
epitelio bronquial, también se hizo evidente en eosindfilos, linfocitos T y macrofagos. En
este sentido se ha reportado que la expresion de TGF- puede visualizarse en el tejido
conectivo extracelular de los espacios subepiteliales de las vias aéreas en asociacion
con el proteoglicano decorina “%. La presencia de TGF-B en el grupo moderado
también se observa en menor grado, mientras que el grupo leve, se encuentra en
disminucion. La diferencia significativa de los modelos, se hace evidente con las
graficas de los analisis de las areas de expresion, ya que la expresion de TGF-
aumenta en los cuadros mas graves de asma donde se aplicaron tres retos del
alergeno, es decir, la concentracion de ésta aumenta, estimulando la remodelacion. Se
ha encontrado que los niveles basales de TGF- en las vias aéreas son elevadas en
sujetos asmaticos y estos niveles se elevan aun mas con las exposiciones a los
alergenos ®?, lo que sustenta en parte nuestro trabajo ya que se esta asociando a TGF-

B con la severidad del asma.

La expresion de YY1 en los vasos mostrd un aumento significativo, de acuerdo a los
grados de severidad del asma. El modelo que recibié los tres retos del alergeno,
presenté una elevada presencia del factor de transcripcidn, evento que puede ser
explicado por el proceso inflamatorio llevado a cabo por la severidad del asma, la
expresion también se visualizé en células del sistema inmune y que ademas participan
en este proceso. En el modelo de asma moderada, ademas de presentar una
disminucion en la expresion de YY1, también se visualizé un descenso en la presencia
del infiltrado inflamatorio, mientras que el modelo leve el factor de transcripcion se
presenté en menor cantidad ©®. Estos resultados al compararse con los obtenidos del
analisis realizado a la tinciébn de TGF-B, pueden sugerir el suceso de que YY1 puede

estar regulando TGF- [3, citocina crucial en el curso de la patogénesis del asma.
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Con este trabajo se sustenta lo reportado en anteriores publicaciones donde Silverman
y cols “¥) identificaron que la presencia del polimorfismo C509-T modifica la afinidad de
YY1 al promotor del gen de TGF-f resultando en el aumento de la transcripcion de este
gen y proponen que TGF-f tiene un efecto dafiino en individuos asmaticos. El presente

trabajo resulté novedoso porque anteriormente no existia evidencia de tal suceso.

El aumento de esta citocina profibrotica y su sostenida elevacién estimulan la
remodelacion en vias aéreas, como se ha mostrado con la elevada expresion de la
citocina que fue visualizada en los modelos de asma severo, es decir, el modelo que
recibi6 tres retos de OVA. La inflamacion como una respuesta del sistema inmunolégico
ante un posible dafio se observa en procesos asmaticos, este efecto se encontro en el
modelo severo donde el infiltrado inflamatorio se aprecié en mayor grado, explicado por
la presencia de células inflamatorias que secretan esta citosina implicando la elevada

expresion en los modelos mas graves.

La correlacion estadistica (Pearson) nos indica que la expresibn de YY1 es
directamente proporcional a la expresion de TGF-B, este Ultimo contribuyendo a la
patogénesis del asma, por lo tanto, sugiere la posibilidad de que YY1 esté regulando la
transcripcion de TGF-B in vivo, evento que no se habia demostrado en este tipo de
modelo empleando diferentes grados de severidad de asma. Esta correlacion muestra
gue existe una relaciéon positiva. Cuando hay un aumento de YY1 se presenta el
aumento de TGF-B, aunque esta correlacion positiva no es perfecta, se observa esta
tendencia (r = 0.391). No obstante, para aumentar esta tendencia se podrian realizar
mas mediciones o incluir otro grupo de asma, para que se tengan mas datos sobre la
correlacion existente entre la expresion del factor de transcripcion YY1 y la expresion de
la citocina TGF-B. La evidencia de que este factor regula este gen ya ha sido

demostrado en modelos in vitro “%,

Este trabajo tuvo la particularidad de correlacionar la expresion de YY1 y TGF-B, algo

gue en parte puede reforzar los datos encontrados en reportes anteriores donde se
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asocia el polimorfismo C509-T con la afinidad de YY1 “%. Asi con esta razén se
encontré que la expresion del factor de transcripcién YY1 aumenté directamente en
relacion con el grado de severidad del asma, posteriormente se encontré que la
expresion de TGF-B una citocina crucial en el curso de la patogénesis del asma,
también se encontraba en relacion directa con el grado de severidad, por lo tanto es
posible relacionar que el aumento de YY1 es directamente proporcional al incremento

de TGF-B y este a su vez con el grado de severidad del asma.
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CONCLUSIONES

Se logré con éxito estandarizar la técnica de inmunohistoquimica para evaluar la
expresion de TGF-3, estableciendo condiciones éptimas de trabajo, dilucion de TGF-
1:500 (0.0004 pg/uL) bloqueo por toda la noche con una mezcla de suero normal de
cerdo 2% y suero humano 2%, para evitar el pegado inespecifico y lograr una tincién sin

fondo.

La expresion de la citocina TGF-3 se identific6 de manera general en células epiteliales
de la via aérea, linfocitos y macrofagos, localizdndose principalmente a nivel
citoplasmatico y en la region perinuclear, mientras que la expresion general de YY1 se
visualizé en células epiteliales, linfocitos y macrofagos, también en region
citoplasmatica y perinuclear de las células, todo esto en células que participan en la

regulacion de la respuesta inflamatoria.

La alta expresion del factor de transcripciéon YY1 en modelos de asma severa se
relaciona con la elevada expresion de TGF- B, y esta correlacion es directa y
significativa, lo que sugiere que YY1 puede estar regulando de manera positiva la

expresion de TGF-f in vivo.
Con estos resultados, la hip6tesis planteada al inicio del presente trabajo ha sido

comprobada, mostrando la relacion directa entre estos factores importantes que

participan en la patogénesis del asma.
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PROPUESTAS

Son necesarios mas estudios para demostrar lo anterior, tales como, RT-PCR para
evaluar el aumento de los mMARN en los diferentes modelos de asma, asi como también
es posible realizar la inhibicion de la actividad de YY1 por medio de DETA NONOAate

(donador de oxido nitrico).
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ANEXO

MATERIAL

Reactivos

Nombre Formula Marca
Acetona CH3(CO)CHj3 Sigma
Alcohol etilico absoluto CH3CH,0OH Sigma
Bloqueador de suero normal de Vector
cerdo

Citrato de Sodio CeHsNazO7 - 2H,O | Chemicon
Eosina C20HsBrsNa,Os Sigma
Cristales de Hematoxilina Sigma
Parafina Chemicon
Peréxido de Hidrogeno H.0, JT Baker
Resina Merck
Silano Sigma
Sustrato DAB (diamino benzidina) Dako
Xilol CeHa (CH3) Sigma
Buffer salino de fosfatos 10x GIBCO

Soluciones

Nombre

Etanol al 70%

Etanol al 96%

Buffer Salino de Fosfatos (PBS) 1x
Citrato de sodio 0.01M pH 6.0
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Equipo

Descripcion

Micrétomo

Accu-Cut SRM 200

Microarreglador

CHEMICON's Advanced Tissue Arrayer (ATA 100 Chemicon

Bafo de Flotacion

Bafio de flotacion histolégico redondo PROLAB

Horno Fagor 5H-760 X
Agitador Agitadores MIXMOR Incorporated
Bafio maria AQUABATH BarnsteadInternational

Microscopio 6ptico | Olympus

Material bioldgico

Cepa Casos
Ratones Balb/c control 90
Ratones Balb/c con asma leve 10
Ratones Balb/c con asma moderada 50
Ratones Balb/c con asma severa 30

Lista de anticuerpos

Anticuerpo

Proveedor

Anti-TGF-B

Santa Cruz, Biotechnology, Santa
Cruz, CA. USA

Streptavidina conjugada a

peroxidasa de rabano (HPR)

DAKO LSAB +

corporation

kit, DAKO
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