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Resumen

Los alvéolos pulmonares son estructuras altamente especializadas que permiten el
intercambio gaseoso del aire ambiental con los eritrocitos en los capilares pulmonares, mediante
una serie de conductos conocidos como vias aéreas. Las vias aéreas constan de muchos
componentes que logran una eficiente respiracion, ademas de ser capaces de neutralizar los
agentes nocivos del medio ambiente. Por ello existen numerosas patologias asociadas a las vias
aeéreas, y de éstas la mas comun es el asma.

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica que se caracteriza por presentar
obstruccion e inestabilidad de las vias aéreas debido a que las respuestas celulares de las
estructuras que la conforman se encuentran alteradas. Esta inestabilidad induce que las vias
aéreas sean muy reactivas (hiperreactivas) a cualquier estimulo, tanto fisico como quimico.
Aunque una estructura central en el desarrollo de hiperreactividad es el musculo liso de las vias
aéreas, poco se sabe de las caracteristicas de este tejido en los individuos que desarrollan
hiperreactividad de la via aérea. Nuestro objetivo fue evaluar la expresion de receptores del
musculo liso de las vias aéreas relacionados con el desarrollo de hiperreactividad en un modelo de
asma alérgica en el cobayo (Cavia porcellus). Se sensibilizaron al antigeno (ovoalbumina, OVA)
cobayos machos de la cepa HsdPoc:DH (n=16) y se retaron con el antigeno cada 10 dias. En el
tercer reto antigénico se evalué la reactividad a la histamina in vivo, mientras que la evaluacion in
vitro de la expresion de los receptores a histamina tipo 1 (H1R), leucotrienos (Cys-LT1) vy
componentes de la matriz extracelular (subunidad B 1 de integrina) asi como del factor B de
crecimiento transformante (TGF-B) fue realizada 24 horas después mediante citometria de flujo. Se
incluyd un grupo control de cobayos a los que solo se les retd con solucién salina fisioldégica (n=6).
En cada reto antigénico se evalud el cambio en el indice de broncoobstruccién (iB) mediante
pletismografia barométrica.

La dosis provocativa de histamina 200 (PD,q), es decir aquella dosis que hizo ftriplicar el
valor basal del iB no fue diferente de la PD,q obtenida después del reto con OVA en los animales
controles. La relacién PDygy basal/PDygy post-reto, que representa el grado de reactividad de las
vias aéreas, fue cercana a 1 en este grupo control (n = 6). No obstante, en los cobayos
sensibilizados con el antigeno la relacion PD,y, basal/PD,gg post-reto fue mayor a 1, por lo que el
grado de reactividad fue mayor (hiperreactividad) y significativamente diferente a la del grupo
control (P < 0.05). En los cobayos sensibilizados con el alergeno no se observaron cambios en la
expresion del receptor Cys-LT1 y de la subunidad R1 de integrina con relacion al grupo control. No
obstante, se observé un incremento significativo tanto de la expresion del H1R asi como de TGF-
R1 en los cobayos sensibilizados con el alergeno en relacion con el grupo control (P<0.01 y
P<0.0001, respectivamente). La magnitud de la hiperreactividad correlacioné significativamente
con la expresion del HR1 y el TGF-B1 (P < 0.05).

En conclusion, en el musculo liso de las vias aéreas hay un fenotipo asociado a la
hiperreactividad de las vias aéreas caracterizado por el incremento en la expresién del HIR y el
TGF-B1en el musculo liso de las vias aéreas.



Abreviaturas

0O, Oxigeno

CO, Diéxido de carbono

IgE Inmunoglobulina E

ca* I6n calcio

FEV Volumen de Fuerza Espiratoria
H1R Receptor de histamina tipo 1
LT Leucotrieno

Cys-LT1 Receptor de leucotrienos tipo 1
CD29 Subunidad B 1 de integrina
TGF-R Factor B de crecimiento transformante
PD2go Dosis provocativa 200

MEC Matriz extracelular

OVA Ovoalbumina

SSF Solucién salina fisiologica

iB indice de Broncoobstruccién



Introduccion

Las vias aéreas

La respiracion celular es una funcion crucial para los seres aerobios debido a que
permite que se obtenga la energia necesaria para el mantenimiento de los procesos
metabdlicos (Estrada, 2002). Como requerimiento primordial, la respiracion celular
necesita de un aporte continuo de O, asi como de la eliminacion de CO.. En los individuos
aerobios unicelulares, la difusion de estos gases ambientales ocurre directamente del
medio ambiente, pero los seres aerobios multicelulares requieren de sistemas de
intercambio y distribucion de gases como el cutaneo, traqueal, branquial y pulmonar
(Estrada, 2002).

En los mamiferos, las estructuras encargadas de llevar a cabo el intercambio
gaseoso son los alvéolos pulmonares (Ville, 1996). No obstante, debido a su ubicacién en
el organismo, los alvéolos pulmonares no pueden intercambiar directamente el aire
ambiental, por lo que se necesita conducirlo, filtrarlo, calentarlo y humedecerlo en
estructuras conocidas como vias aéreas (West, 2002). Las vias aéreas se dividen en
superior, central e inferior. La superior esta formada por las fosas nasales, faringe y
laringe, la central es la traquea vy la inferior esta conformada por tubos ramificados, que se
vuelven mas estrechos cortos y numerosos conforme penetran en el pulmén y cuyo

destino es uno de los millones de sacos alveolares del pulmon (Ville, 1996; West, 2002).

Estructuralmente, las vias aéreas constan de un epitelio pseudoestratificado
ciliado, que reduce su espesor conforme disminuye el calibre de la via aérea. Bajo este
epitelio se encuentra una membrana basal, tejido conjuntivo laxo, muasculo liso vy
estructuras cartilaginosas. Las estructuras cartilaginosas se pueden observar en traquea y
bronquios, pero las vias aéreas inferiores como los bronquiolos carecen de cartilago
(Estrada, 2002). En conjunto, las vias aéreas constan de muchos componentes cuya
funcién es lograr una eficiente respiracion, neutralizando los agentes nocivos del medio
ambiente, por lo que cada uno de los componentes se relaciona con los demas. De este
modo una alteraciéon en cualquier nivel puede desencadenar algun desorden, existen

numerosas patologias asociadas a las vias aéreas, y de éstas la mas comun es el asma.



Asma

El asma es una enfermedad caracterizada por presentar inflamacion,
hiperreactividad y obstruccion de las vias aéreas, que se manifiesta por episodios
recurrentes de sibilancias, disnea, hundimiento del pecho y tos, especialmente por la
noche o madrugadas. Estos episodios estan relacionados usualmente con una
obstruccién generalizada pero variable del flujo de aire que a menudo es reversible ya sea

de manera espontanea o con tratamiento (GINA, 2008).

Aunque el asma es referido continuamente como una manifestacion de alergia, en
muchos asmaticos el factor desencadenante del asma no esta asociado con alergenos. El
asma no-alérgica, conocida también como intrinseca, es menos frecuente que la alérgica
o extrinseca. Paradojicamente, ambos tipos de asma son clinica, inmunoldgica y

fisiopatologicamente similares (Vargas, 2005).

El asma extrinseca es la mas caracterizada. El factor desencadenante de este tipo
de asma es la exposicion a alergenos en individuos atépicos (que presentan altos niveles
de inmunoglobulina E, IgE). El asma en estos individuos se inicia cuando el alergeno llega
a las mucosas donde es endocitado y procesado por células presentadoras de antigenos
como los macréfagos y las células dendriticas. Los fragmentos degradados del alergeno
son presentados a los linfocitos T maduros virgenes, que entonces interaccionan con los
linfocitos B para producir inmunoglobulina E (IgE) especifica para el alergeno. La
sensibilizacion al alergeno se produce cuando la IgE se une a su receptor de alta afinidad,
FceRI que se encuentra en mastocitos, eosindfilos y basdfilos. Aunque continuamente se
produce IgE ante la presencia de alergenos, algunos individuos la producen en exceso,
condicion conocida como atopia (Ying et al, 2006). La expresion del asma en los
individuos atépicos es un evento que se inicia cuando aparece de nuevo el alergeno y es
reconocido por la IgE que se encuentra unida al receptor FceRI de la célula sensibilizada.
Esto desencadena la liberacion masiva de mediadores pro-inflamatorios asi como de
moléculas que producen la contracciéon del muasculo liso de las vias aéreas (Bazan-
Perkins et al, 2008).



Contraccion del musculo liso de las vias aéreas

La contraccion del musculo liso de las vias aéreas sucede cuando agonistas como
la histamina y los leucotrienos, que son liberados principalmente por los mastocitos,
inducen el incremento del Ca?®' intracelular. Este incremento de Ca?* estimula la
interaccién de la calmodulina con la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera
de miosina. La formacién del complejo Ca?*-calmodulina-cinasa de la cadena ligera de
miosina permite la fosforilacién de la cadena ligera de miosina en la serina 19. Esta
fosforilacion produce una cadena de eventos que inician con la activacion de la
adenosintrifosfatasa de miosina, facilitando la interaccién de los filamentos de actina y
miosina, iniciando el desarrollo de tensién muscular (Giembycz y Raeburn, 1992; Rodger,
1985). Cuando el Ca?* regresa a sus niveles basales, la cinasa de la cadena ligera de

miosina se inactiva, la miosina se desfosforila y el musculo se relaja.

Hiperreactividad de las vias aéreas

La respuesta celular alterada producida por la inflamacién durante el asma
provoca que las estructuras de las vias aéreas, incluyendo al musculo liso, se vuelvan
inestables. A este fendmeno se le conoce como hiperreactividad y se caracteriza porque
el calibre de las vias aéreas se reduce mucho mas facil y mas rapido ante estimulos

endogenos o exogenos (Bazan-Perkins et al, 2008).

La hiperreactividad de las vias aéreas se puede determinar al administrar
agonistas que induzca contraccion del musculo liso de las vias aéreas y evaluando la

curva dosis-respuesta (Fig. 1).

En la actualidad se ignoran los procesos involucrados en la génesis de la
hiperreactividad, sin embargo se han podido diferenciar dos componentes que tienen
mecanismos completamente distintos. El primero es la hiperreactividad transitoria que se
presenta después de la exposicion a un alergeno y que esta relacionada con el proceso
inflamatorio. El segundo componente es la hiperreactividad persistente, que se ha
asociado con cambios estructurales de las vias aéreas inducidos por la inflamacién

crénica, proceso conocido como remodelacién de las vias aéreas (Crokcroft et al, 2006).
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Hiperreactividad

Hipersensibilidad

Obstruccion de la via aérea (%)

[Agonista (mg/ml)]

Figura 1. Determinacion del grado de reactividad de las vias aéreas. En el eje de las Y se
muestra la magnitud de obstruccién en porcentaje (calibre) de las vias aéreas, mientras que las X
la concentracion del agonista en mg/ml (usualmente histamina o acetilcolina). La curva tipica de un
individuo normal se muestra en azul. La hiperreactividad incluye un corrimiento a la derecha de la
curva dosis respuesta (hipersensibilidad), asi como el aumento en la pendiente y en la respuesta

maxima al agonista (hiperreactividad) (Modificado de Leigh et al, 2002).

Aunque la hiperreactividad es una caracteristica distintiva del asma, se presenta
también en enfermedades pulmonares crénicas obstructivas, fibrosis quistica, displasia
broncopulmonar o rinitis alérgica. Incluso puede aparecer un tipo de hiperreactividad
transitoria en el transcurso de un catarro comun, tabaquismo o inhalacién de gases
téxicos (Vargas, 2005).

En el asma, la hiperreactividad se caracteriza por ser mas exacerbada que en
otras patologias y es de hecho la alteracién fisiopatoldgica mas importante del asma, pues
se sabe que el grado de hiperreactividad esta asociado a la gravedad del asma (O Byrne,
2003; Fig. 2).
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Figura 2. Severidad del asma y grado de hiperreactividad. Curva dosis-respuesta donde se
observa la caida del volumen espiratorio forzado al primer segundo (FEV) a diferentes

concentraciones del agonista que induce contraccion del musculo liso (O'Byrne, 2003).

Mediadores involucrados en la hiperreactividad de las vias aéreas

Histamina

La histamina es un autacoide (2-(4-imidazolyl) etilamina) que se forma en el
organismo por la descarboxilacion de la L-histidina mediante la enzima L-
histidinodescarboxilasa. Se sintetiza y se libera en los mastocitos, baséfilos y otras células

de la mucosa de las vias aéreas (Shirasaki, 2008).

Existen 3 subtipos de receptores a histamina, H1R, H2R y H3R. En particular, el
H1R se encuentra en el musculo liso de las vias aéreas, donde la histamina es un
agonista para su contraccion (Barnes, 1998). Cuenta con 7 cadenas transmembranales y
esta acoplado a una proteina G trimérica. Cuando la histamina interactia con su receptor
ademas de inducir la contraccion del musculo liso, incrementa la permeabilidad vascular,
liberacion de mediadores inflamatorios, prostaglandinas e induce la secrecion de moco
(Montes et al, 2005).

En la mucosa nasal de cobayos, se ha descrito que la sensibilizacién con alergeno
(DNP-Ascaris) induce el incremento del numero de H1R, y se ha sugerido que este

incremento pueda ser la causa de la hiperreactividad nasal (Ohkawa et al, 1999).
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Adicionalmente, los ratones deficientes de H1R (H1R™"), no desarrollan hiperreactividad
de las vias aéreas (Bryce et al, 2006). No obstante, hasta la fecha se ignora si la
expresion de H1R podria estar asociada con la magnitud de la hiperreactividad de las vias

aéreas.

Leucotrienos

Los leucotrienos (LT; “leuko” de leucocito y “trieno” que tiene tres enlaces dobles
conjugados) son producto de la via 5-lipoxigenasa del metabolismo del acido araquidénico
(Sacre, 2008). Los LT tienen receptores especificos Hepta-helicales de la clase rodopsina
localizados en la membrana plasmatica exterior de células estructurales e inflamatorias.
La interaccién de los LT con su receptor induce la activacion de proteinas G triméricas
que inducen el incremento de Ca*" intracelular y disminuyen la produccion de AMPc.
Estas sefales activan cinasas y estimulan diferentes funciones celulares, desde la
motilidad, hasta la activacion transcripcional (Peters-Golden, 2007; Shirasaki, 2008). Los
LT son de suma importancia en la sefalizacion en una gran variedad de tipos celulares
(tabla 1).

Celulas Capacidad relativa de sinlesis Expresidn de receplores

Cisteinil CyslLT-1
leucotrienos

Meutrdfilos +
Macréfagos o monocitos ++ +
Eosindfilos +++ +
Basdfilos +++ +
Mastocitos +++ +
Linfocitos B +
Linfocitos CD4 +
Linfocitos CDE& MD
Células dendriticas + +
Células progenitoras +

hematopoyéticas

(+) Sintesis, (-) sin sintesis, (=) Sintesis baja; (MD) sin determinar. (Modificado de Peters-Golden M, Henderson WE).!

Tabla 1. Principales fuentes celulares de leucotrienos. Se muestra la presencia/ausencia de
leucotrienos en diferentes tipos celulares, resaltando la expresion del receptor Cys-LT1 (Modificado
de Peter-Golden, 2007).
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Un grupo importante de LT son los cisteinil-LT, como el C4, D4, y E4 que se unen al
mismo receptor, el Cys-LT1. La activacion del receptor Cys-LT1 esta involucrada en la
regulacién de la broncoconstriccidon, secrecidén de moco, edema e hiperreactividad de las
vias aéreas (Peters-Golden, 2007; Shirasaki, 2008; Carbajal et al, 2005).

Integrinas

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales de adhesién celular que
‘integran” informacién en ambos sentidos de la membrana plasmatica. EI dominio
extracelular de las integrinas tipo 1 es usualmente muy grande y funciona como receptor
de componentes de la matriz extracelular. Entre los ligandos de las integrinas se
encuentran la colagena, la fibronectina, la vitronectina y la laminina. Por su parte, el
dominio intracelular de las integrinas (también tipo 1) es pequefio e interactiua con los
microfilamentos del citoesqueleto mediante proteinas como la talina, la a-actinina, la
filamina y la cinasa ligada a integrina (ILK). Debido a que las integrinas no tienen actividad
enzimatica, es mediante estas proteinas citosélicas que activan cascadas de sefializacion
celular involucradas en la contraccion, movilizacion, secrecion y endocitosis, entre otras

funciones celulares (Barczyk et al, 2010).

La integrinas son heterodimeros formados por dos subunidades glicoproteicas a y
3, unidas en forma no covalente. Hasta el momento se conocen 8 tipos de subunidades 3
y 18 tipos de subunidad a, y al combinarse generan las 24 integrinas hasta ahora

conocidas (Barczyk et al 2010).

Particularmente, la subunidad B1 de integrina (CD29) tiene la peculiaridad de
asociarse con al menos 12 de las 18 subunidades a de integrina (de a1 a a11 y av).
Funcionalmente la subunidad B1 de integrina tiene un papel muy importante en procesos
de adhesion, migracion, proliferacién, secrecion y diferenciacion en muchos tipos
celulares (Peng et al, 2005; Nguyen et al, 2005 y Xiao et al, 2007). En las vias aéreas la
subunidad B1 es expresada en musculo liso, fibroblastos, eosindfilos y linfocitos T
(Nguyen et al, 2005; Maguire y Danahey, 1995; Doucet et al, 1998 y Abraham et al, 2004).

Recientemente, en un modelo de asma en el cobayo se observd que la subunidad

B1 de integrina se sobreexpresa en el musculo liso de las vias aéreas, y sorpresivamente
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sobre la colagena tipo | y Il de la lamina propia, donde ademas se encontraba en forma
libre, esto es, no asociada a células. Adicionalmente, en este estudio se determiné que la
expresion de la subunidad 1 de integrina en estas estructuras se asocia con el grado de

hiperreactividad de las vias aéreas (Bazan-Perkins et al, 2009).

Factor B1 de crecimiento transformante

El factor B1 de crecimiento transformante (TGFR1) es un regulador de las
actividades celulares con multiples efectos biolégicos, los cuales dependen del estado de
activacion celular, concentracion, balance de expresién de otras citocinas y condiciones
fisioldgicas de las células sobre las que actian (Peralta et al; 2001). EI TGF- R1 es
sintetizado por diferentes tipos celulares incluyendo linfocitos, macréfagos, fibroblastos,
miocitos, condrocitos, astrocitos, células epiteliales de placenta y de rifién (Da Cunha y
Vitkovic, 1992).

El TGF-B1 es un inhibidor de proliferacion de células de origen mieloide,
mesenquimal, epitelial, linfoide y de varios tipos de células malignas. También puede
estimular la proliferacién de fibroblastos, de células no epiteliales y de ciertos tipos
mesenquimales (Sport y Roberts, 1992). En el caso de los fibroblastos, el TGFR1 esta
involucrado en su diferenciacidon hacia miofibroblastos. Estos caracterizados por
incrementar la secrecion de moléculas de matriz extracelular implicadas en remodelacién
de las vias aéreas (Thorsson et al, 2006). En este sentido, el TGF- 1 es un potente
estimulador de la sintesis y depdsito de proteinas de matriz extracelular (MEC) por parte
de fibroblastos, osteoblastos y células endoteliales. Ademas es capaz de aumentar la
expresion de integrinas y receptores que median las interacciones celulares con proteinas
de la MEC (Peralta et al, 2001).

El papel del TGF-R1 en la hiperreactividad es muy controversial. Por un lado, en
ratones se ha observado que la utilizacion de anticuerpos neutralizantes de TGF-R31
inducen hiperreactividad (Alcorn et al, 2007); pero por otro lado, un estudio describe que

la presencia de TGF-31 induce hiperreactividad (Kim et al, 2005).
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Justificacion

El asma es una de las enfermedades crénicas tratables mas comunes a nivel mundial
que, debido a su naturaleza cronica, representa una significativa carga econdmica.
Aunque la hiperreactividad es la caracteristica fisiopatolégica mas importante del asma,
aun se ignora el mecanismo preciso involucrado en su desarrollo. Una estructura central
en el desarrollo de hiperreactividad es el musculo liso de las vias aéreas y, recientemente
observamos que la expresion de la subunidad (1 de integrina en este musculo se
relaciona con la magnitud de la hiperreactividad. No obstante, en ese estudio se observo
que la integrina no solo estaba en las células del musculo liso de la via aérea, sino
también de manera libre o acelular. Debido a la importancia fisiolégica del musculo liso de
las vias aéreas, el presente estudio se enfocé en evaluar el papel de la subunidad 1 de
integrina asociada a los miocitos. También se ignora si la principal citocina ligada a
integrinas, el TGF-B1, esta asociada con la expresion de la subunidad 1 de integrina en
el musculo liso de las vias aéreas. Finalmente es importante determinar si se genera un
fenotipo de musculo liso relacionado con el desarrollo de la hiperreactividad, en el cual
ademas de evaluar la expresién de integrinas B1 y TGF-B1, moléculas involucradas en la
contraccién del musculo liso como el H1IR y el receptor Cys-LT1 podrian estar

involucradas.

Planteamiento del problema

Se ha descrito un aumento en la expresion de la subunidad 31 de integrina, tanto celular
cdémo acelular, relacionado con la hiperreactividad en las vias aéreas. En virtud de que el
musculo liso es la estructura mas importante en el desarrollo de hiperreactividad, es
probable que la expresion de la subunidad 31 de integrina asociada a la membrana de los
miocitos, se encuentre aumentada y relacionada con la hiperreactividad en nuestro

modelo de asma.
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Hipotesis
La hiperreactividad de las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en el

cobayo esta asociada con el aumento en la expresion de la subunidad 31 de integrina en

células del musculo liso.

Objetivos

General

Relacionar la expresién de la subunidad 31 de integrina en las células de musculo liso de
las vias aéreas con el desarrollo de la hiperreactividad en un modelo de asma alérgica en

el cobayo.

Particulares

1. Determinar la hiperreactividad de las vias aéreas en cobayos sensibilizados y retados

repetitivamente con ovoalbumina.

2. Evaluar mediante citometria de flujo la expresion de la subunidad R1 de integrina asi
como de moléculas involucradas en la contraccion del musculo liso como el H1R, Cys-

LT1, y TGF-31 en miocitos traqueales de los cobayos mencionados en el objetivo 1.
3. Relacionar estadisticamente la magnitud de la hiperreactividad con la expresion de la

subunidad 31 de integrina asi como con el H1R, Cys-LT1 y TGF-B1 en miocitos

traqueales de los cobayos mencionados en el objetivo 1.
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Material y métodos

Animales

Se utilizaron 22 cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa HsdPoc:DH de

Harlan México con pesos aproximados de 350 a 400 g que se mantuvieron en
condiciones convencionales de humedad, temperatura y alimentacion en el bioterio del
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER): 12/12 de ciclo luz y oscuridad,
aire filtrado a 21 + 1°C, 50-70 % humedad y cama esterilizada. Se alimentaron con
croquetas para cobayo (Harlan S.A. de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Este proyecto

fue aprobado por el Comité Etico y Cientifico del INER (Nimero de proyecto B27-08).
Sensibilizacion

En el dia uno, los cobayos fueron inyectados una vez por via sistémica con
ovoalbumina (OVA; 0.06 mg/mL, Sigma St Louis, EU) e hidroxido de aluminio como
adyuvante (1 mg/ml; J.T. Baker, NJ, EU), disueltos en 30 ml de solucién salina fisioldgica
(SSF; modificado de Campos et al, 2001). A los 6 cobayos controles se les administré una

inyeccion con el mismo volumen pero de SSF (Fig. 3).

Numero de reto
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Reforzamiento antigénico

Sensibilizaciéon antigénica

I T T T 1

0 8 15 25 35
Dia

Figura 3. Esquema de sensibilizacién y administraciéon de retos antigénicos.
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Pletismografia

En el dia 8 se reforzé la sensibilizacién de los cobayos con OVA (Fig. 3),
colocandolos dentro de una camara donde se registré el indice de broncoobstruccion (iB)
basal con la ayuda de un pletismografo barométrico para animales en libre movimiento
(Fig. 4; Buxco Electronics Inc., Troy, NY, USA). Posteriormente se les suministraron
aerosoles de OVA (3 mg/ml SSF) durante 5 min con un nebulizador US-Bennet (flujo de 2
ml/min). Este nebulizador produce una mezcla de particulas con la siguiente distribucion,
el 44% es menor a 4 ym de diametro, el 38% de 4 a 10 um, y el 18% mayor a 10 um. La
camara fue provista de un flujo de aire continuo (10 mi/s), que no modifica la sehal
respiratoria durante el experimento. Posteriormente se realizé el registro pletismografico

durante una hora para obtener la respuesta maxima.

El sistema de pletismografia estd basado en la medicion directa de las
fluctuaciones de presién que se presentan dentro de la camara y las compara con una
camara de referencia (Bazan-Perkins et al, 2004). Dichas fluctuaciones se registraron con
un transductor de presion diferencial (SCXL0O04DN SenSym, Milpitas, CA, EU) conectado
a un preamplificador. La sefal generada fue procesada y analizada continuamente por un
programa (Buxco Biosystem XA v1.1). Este programa fue ajustado para incluir solamente
volumenes corrientes de 1 ml 0 mas, con un tiempo espiratorio minimo de 0.15 s, tiempo
inspiratorio de 3 s y una diferencia maxima entre los volimenes inspiratorios y espiratorios
del 10%. El ajuste de estos parametros en el programa se realizé con el fin de no incluir
artefactos en los registros. De esta forma aproximadamente del 7 al 10% de las
ventilaciones de cada periodo fueron eliminadas principalmente por movimientos del
cobayo. Cada valor del iB fue el promedio de 15 segundos de lecturas y, de éstas, el

promedio de los ultimos 5 min de cada periodo.
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Figura 4. Esquema del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre
movimiento. En la figura se ejemplifica a un cobayo dentro de una camara de pletismografia
barométrica. Para medir los cambios de presién generados dentro de la camara se utiliza un
transductor de presion diferencial que registra dichos cambios con relacién a la presion atmosférica
que es constante. La sefial generada por los transductores es transferida a un amplificador y

posteriormente hacia una computadora para su procesamiento.

El iB se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que esta
dentro del pulmén del cobayo, debido a que el aire ambiental se calienta de ~25°C a 37°C
una vez que esta dentro de los pulmones, ademas de que también se humidifica al 100%,
los sensores de la camara de pletismografia detectan este cambio en el volumen como un
aumento en la presion en el interior de la camara. Este incremento en la presiéon es
transitorio, pues disminuye conforme el cobayo exhala el aire. Debido a que el aire
exhalado pierde humedad y temperatura rapidamente, durante la exhalacion baja el
volumen del aire dentro de la camara y esto se registra como una disminucién en la
presién. De esta manera, aunque el transductor no mide directamente los flujos
espiratorios e inspiratorios, el programa de la computadora puede calcular el flujo de
manera indirecta evaluando los cambios de presién durante la inspiracién y espiracion en
el equipo previamente calibrado (Fig. 5; Hamelmann et al, 1997).

La informacion es procesada para dar el valor del iB que es obtenido con la

siguiente férmula:

iB = [(Te-Tr)/Tr] [PFE/PFI]
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donde:

Te = Tiempo total espiratorio (s)

Tr = Tiempo total de relajacion (s)

PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH,0)

PFI = Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)

Se realizaron tres retos con el antigeno los dias 15, 25 y 35, el dia 15 con 1mg/mi
de OVA y los dias 25 y 35 con 0.5 mg/ml (Fig. 4). Todos los retos duraron un minuto y el
iB fue registrado en todos los casos durante una hora. Los cobayos control recibieron SSF

durante los retos.
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Figura 5. Esquema de los cambios de presién dentro de la camara durante la inspiraciéon y la
espiracion en un ciclo respiratorio obtenido mediante pletismografia barométrica en un
animal en libre movimiento. El tiempo inspiratorio (Ti), es el intervalo de tiempo ocurrido desde el
inicio de la inspiracion hasta el final de ésta. El Te comprende el siguiente intervalo que inicia
desde el final de la inspiracion hasta el inicio de la siguiente. El Tr es el tiempo que transcurre entre
el inicio de la espiracion hasta que el volumen corriente caiga al 36% durante la espiracion. El PFE
y el PFIl se obtienen midiendo la presidén positiva y negativa maximas registradas en un ciclo

respiratorio. T: tiempo (s).Tomado de Hamelmann et al, 1997.
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Reactividad en las vias aéreas

La reactividad de las vias aéreas fue evaluada en los grupos controles y en el
grupo experimental, en el tercer reto con OVA (dia 35), comparando las curvas dosis
respuesta a la histamina antes y después de la administracién de OVA. Para ello,
inicialmente se obtuvo el iB basal y posteriormente se nebulizaron dosis no acumulativas
de histamina (desde 0.01 hasta 0.32 mg/ml; Sigma St Louis, EU) durante 1 minuto. Para
cada dosis se registré el iB durante 5 minutos continuos y se obtuvo el valor promedio. El
intervalo entre la administracion de cada dosis fue de 10 min. La curva dosis-respuesta se
terminé una vez que la histamina produjo una broncoobstruccién que Triplico el valor
basal del B (Dosis provocativa 200 6 PD,y). Después se esper6 a que la
broncoobstruccién disminuyera a un iB aproximado al 50% del valor basal (Bazan-Perkins
et al, 2004), y se reté con aerosoles de OVA (0.5 mg/ mL SSF, 1 minuto). La segunda
curva de histamina se realiz6 tres horas después de la administracién de OVA siguiendo

el mismo protocolo de la primera curva.

Disgregacion celular

Veinticuatro horas después de terminada la segunda curva de histamina, a los
cobayos se les aplico eutanasia mediante una sobredosis con pentobarbital sédico. Una
vez que los cobayos tuvieron paro cardiorespiratorio, se les realizdé una incision en el
cuello para disecar la traquea. A la traquea se le elimind la fascia superficial para
seccionarla dorsalmente a lo largo de su eje. Con la ayuda de un microscopio
estereoscopico se quitaron las capas de mucosa, epitelio, serosa y vasos sanguineos
hasta obtener una tira continua de musculo liso. Esta tira fue incubada en 5 ml de solucion
Hank’s (Gibco, New Cork, EUA) adicionada con 2 mg de cisteina y 0.05 U/ml de papaina
durante 10 min a 37°C. Posteriormente el tejido fue lavado con solucién de Leibovitz
(Gibco, New Cork, EUA) para remover el exceso de enzima y después se colocd en
solucion de Krebs (composicion mM: 118 de NaCl, 25 de NaHCOs, 4.6 de KCI, 1.2 de
KH,PO,, 1.2 de MgSO, y 11 de glucosa, todos de Sigma, USA) que contenia 100 ul de
Liberasa (Roche, EUA). En solucion fresca se llevé a cabo una segunda incubacion
durante 10 min a 37°C hasta que las células se observaron disgregadas. Se corrobor¢ la
disgregacion mediante la obtencion de alicuotas que se observaron en un microscopio
(OLYMPUS, modelo CH30LF100). Una vez disgregadas las células, toda actividad
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enzimatica fue detenida completamente adicionando solucion de Leibovitz (Gibco, New
Cork, EUA). Las células disgregadas fueron concentradas mediante dos centrifugaciones
a 600 rpm durante 5 min, separadas por un lavado con solucién Leibovitz (Gibco, New
Cork, EUA).

Citometria de flujo

Las células de musculo liso disgregadas se incubaron por cuatro horas a 37°C en
bafo maria en 1 ml de RPMI (Gibco, EUA) y 4 ul de brefeldina A (Sigma, EUA) por cada
milléon de células para los grupos controles y 1ml de RPMI (Gibco, EUA), 4l de brefeldina
A (Sigma, EUA), 10 pl de forbol 12-miristato,13-acetato y 5 de ionomicina (Sigma, EUA)
por cada millén de células para los grupos experimentales. Se aumentoé la permeabilidad
de la membrana celular de todas las células mediante la incubacién con 1.5 ml de
saponina (Sigma, EUA), 0.1%, albumina sérica de bovino (Sigma, EUA) 10%, HEPES
0.01M (Sigma, EUA) y 100pg/pl de 1gG de cerdo disuelto en 100 ml de PBS durante 10
min agitando suavemente a temperatura ambiente. Después se incubaron las células con
anticuerpos primarios contra la subunidad B1de integrina (Santa Cruz Biotechnology,
EUA), el H1R (Santa CruzBiotechnology, EUA), el Cys-LT1 (Calbiochem, EUA) y el TGF-
B1 (SantaCruz Biotechnology, EUA). En todos los casos se utilizé una diluciéon de 1ul por
1x10°® células y se incubaron los anticuerpos primarios durante 30 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Una vez terminada la incubacién, las células se lavaron con 1.5
ml de solucién saponina, y 0.1%, HEPES 0.1M disuelto en 300 ml de PBS.
Posteriormente las células se incubaron durante 30 min con los anticuerpos secundarios
FITC mouse 1ul (BD Biosciences Pharmingen, EUA), PE mouse 1ul (BD Biosciences
Pharmingen, EUA) y Cy5PE rabbit 1yl (Santa Cruz Biotechnology, EUA) en las
condiciones antes mencionadas. Se lavaron de nuevo con 1.5 ml de soluciéon saponina
0.1%, HEPES 0.1M disuelto en 300 ml de PBS, por ultimo, se fijaron con formaldehido al
1% y se analizaron en el citémetro de flujo (Becton & Dickinson FACScan model
Scallibur).
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Analisis estadistico

La reactividad de la via aérea a la histamina fue evaluada mediante la dosis
provocativa 200% (PDyq), i.e., la dosis de histamina interpolada que causa que se
triplique el iB basal. Las comparaciones entre dos grupos fueron evaluadas mediante la
prueba pareada de t de Student. Para la asociacién con la subunidad de integrina 1 se
uso el coeficiente de correlacion de Spearman. La significancia estadistica se establecio
con una P< 0.05. Los valores en las figuras son expresados como la media + el error

estandar.
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Resultados

Reactividad de las vias aéreas

La dosis provocativa de histamina 200 (PD,q), es decir, aquella dosis que hizo
triplicar el valor basal del iB, no fue diferente de la PD,y, obtenida después del reto con
OVA en los controles. La relacion PD,yy basal/PDygg post-reto, que representa el grado de
reactividad de las vias aéreas, fue cercana a 1 en este grupo control (n = 6, Fig. 6). No
obstante, los cobayos sensibilizados (modelo de asma) mostraron una PD,g, post-reto con
OVA menor al PDygg basal, por lo que el grado de reactividad fue mayor (hiperreactividad)

y significativamente diferente a la del grupo control (P < 0.05, n = 16; Fig. 6).
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Control Modelo de asma

Figura 6. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en un modelo de asma alérgica en el
cobayo. La grafica muestran las dosis de histamina requeridas para producir el 200% de
incremento del indice de obstruccion basal (PD,g). La linea discontinua en el centro de la grafica
sefala la frontera entre hiporreactividad e hiperreactividad. *P<0.05 comparado con el control

(prueba no-pareada de t de Student). Las barras corresponden a promedios * error estandar.

Expresion de la subunidad 1 de integrina y el Cys-LT1 en miocitos
Tanto los miocitos que expresaron la subunidad 1 de integrina (Fig. 7) como el receptor
Cys-LT1 (Fig. 8) aumentaron su numero aunque no significativamente en los cobayos del

modelo de asma en relacién al grupo control (n= 16 y 6, respectivamente).
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Figura 7. Expresiéon de la subunidad 1 en un modelo de asma alérgica en el cobayo. Las

barras corresponden a promedios * error estandar.
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Figura 8. Expresion del receptor Cys-LT1 en los miocitos traqueales en el modelo de asma

alérgica en el cobayo. Las barras corresponden a promedios + error estandar.

Expresion del H1R en miocitos
Los miocitos que expresaron el H1R de histamina fueron significativamente mas
en los cobayos del modelo de asma en comparacién al grupo control (P < 0.01; n=16y 6,

respectivamente; Fig.9).
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Figura 9. Expresion del H1R en los miocitos traqueales en el modelo de asma alérgica en el
cobayo. *P<0.01 comparado con el control (prueba no-pareada de t de Student). Las barras

corresponden a promedios * error estandar.
Expresiéon de TGF-B1 en miocitos

Los miocitos que expresaron esta citocina fueron significativamente mas en los animales
del modelo de asma en comparacién con los controles (*P<0.001; n = 16 y 6
respectivamente, Fig. 10).

20
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Numero de miocitos que expresan
TGF-p1

Control Modelo de asma
Figura 10. Expresion de TGF-B1 en los miocitos traqueales en el modelo de asma alérgica en
el cobayo. *P<0.001 comparado con el control (prueba no-pareada de t de Student). Las barras

corresponden a promedios * error estandar.
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Relacién entre la magnitud de la hiperreactividad con la cantidad de miocitos
que expresan el receptor Cys-LT1, la subunidad 1 de integrina, el HIR y el
TGF-p1

En la tabla 2 se muestran los coeficientes de correlacion de la magnitud de la
hiperreactividad de las vias aéreas con la expresion de la subunidad 31 de integrina, H1R,
Cys-LT1 y el TGF-B1 en el miocitos traqueales. La magnitud de la hiperreactividad tuvo
una correlacién negativa y estadisticamente significativa con la expresion del receptor H1
y el TGF-B1 (P < 0.05). La correlacion de la hiperreactividad y la expresion de la
subunidad (1 de integrina y el receptor de Cys-LT1 fue también negativa pero no
presento diferencias significativas.

Finalmente, el coeficiente de correlacion de la expresion de la subunidad 1 de
integrina y el TGF-B1 fue de 0.795 (P < 0.0001; n = 22, tabla 3).

Tabla 2. Coeficientes de correlacion de la hiperreactividad con la expresion de de la

subunidad B1 de integrina, H1R, Cys-LT1 y el TGF-B1 en el misculo liso de las vias

aéreas.
Subunidad 1 Receptor Receptor
TGF p1
de integrina H1 CysLT-1
AHR -0.317 -0.383+ -0.046 -0.398x

Los valores negativos implican una relacion directa con la hiperreactividad, esto es porque los
valores de hiperreactividad son obtenidos mediante el cociente de la PD,g basalcon la PDygq post-

reto de histamina (basal/postreto). *P < 0.05, prueba de t de Student, n = 26.

Tabla 3. Coeficiente de correlacién entre la subunidad B1 de integrina y TGFR1

Subunidad B1 de integrina

TGFR1 0.795%

El coeficiente de correlacion es positivo lo que implica una relacion directa. *P< 0.0001, prueba de
T de Student, n = 22.
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Discusion

Las vias aéreas son una serie de conductos ramificados cuya funcion es permitir la
ventilacion pulmonar. Las vias aéreas son susceptibles de reducir su calibre ante una
gran cantidad de estimulos, pero en condiciones patolégicas como la hiperreactividad, la
reduccion del calibre ocurre con mas intensidad (Woolcock y Peat, 1989). Muchas
enfermedades se caracterizan por presentar hiperreactividad, pero la mas comun es el
asma. Nosotros observamos que la administracion del alergeno en un modelo de asma

alérgica en el cobayo induce el desarrollo de hiperreactividad a la histamina.

El musculo liso de las vias aéreas es el principal efector de la hiperreactividad
(Hirota et al, 2009). Aunque el mecanismo preciso que induce hiperreactividad es
desconocido, es muy probable que la inflamacién y la remodelacién estén involucrados
(Hirota et al, 2009; Cocroft, 2006). Se sabe sobre la naturaleza de las alteraciones que
presenta el musculo liso, pero poco en relacién con la hiperreactividad. En el presente
estudio se describe que la hiperreactividad de las vias aéreas se relaciona con el nUmero

de células musculares traqueales que expresan el receptor de histamina H1R y el TGF-

B1.

La histamina es un importante mediador de una gran cantidad de respuestas
fisiopatologicas asociadas al asma. Este autacoide se encuentra preformado en los
mastocitos y basofilos, y se libera en presencia del antigeno. Mediante su sefalizacion a
través del receptor H1R, la histamina induce la obstruccién de las vias aéreas tanto por
contraccion del musculo liso como por la induccion de edema e hipersecrecion de moco,
ademas de producir tos al activar reflejos del vago (White, 1990). Los bloqueadores del
receptor H1R como la loratadina muestran beneficios en pacientes con asma
especialmente si se usa en combinacién con otras terapias (Twentyman et al, 1993;
Bentley et al, 1996; Roquet, 1997). En este estudio observamos que las células que
expresan el receptor HIR aumenté en el musculo liso de las vias aéreas de los cobayos
experimentales del modelo de asma, y que este incremento se correlacioné directamente
con la magnitud de la hiperreactividad de las vias aéreas. Esto sugiere que la expresién

del HR1 en el musculo liso podria tener un papel importante en el desarrollo del asma.
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El TGF-f1 es wuna proteina multifuncional con importantes funciones
inmunoreguladoras en la inflamacion (khalil et al, 2001). Sin embargo, el papel del TGF-1
en el asma es controversial. Por un lado se ha descrito que el TGF- B1 suprime el
desarrollo del asma y de la hiperreactividad (Burchell et al, 2009; Alcorn et al, 2007), pero
por otro también se ha observado que durante el desarrollo del asma y la hiperreactividad
hay un incremento en la expresiéon de TGF-p1 (Wakahara et al, 2008; Ozyilmaz et al,
2009). Nosotros observamos un incremento en el numero de células que expresan TGF-
B1 en el musculo liso de las vias aéreas del cobayo y que este incremento esta
correlacionado directamente con la magnitud de la hiperreactividad. Esto sugiere que el
musculo liso probablemente esta desarrollando un fenotipo diferente durante en el del
modelo del asma, y que este fenotipo esta asociado con la hiperreactividad de la via

aérea.

Un importante efecto biolégico del TGF-B1 es inducir la expresion de integrinas
(Wipff y Linz, 2008; Peralta et al, 2001). Entre las integrinas que son activadas por el TGF-
B1 se encuentra la subunidad B1 (Warstat et al, 2010; Fong et al, 2009). Aunque en el
presente estudio no se observd un incremento en el niumero de células que expresan la
subunidad 1 de integrina en el modelo de asma como sucedié con el TGF-f1, si se
determiné que hay una asociacion estadisticamente significativa en la expresion de

ambas proteinas.

Previamente se describié que la expresion de la subunidad B1 de integrina en el
musculo liso de las vias aéreas se relaciona con la magnitud de la hiperreactividad
(Bazan-Perkins et al, 2009). No obstante, en el presente estudio observamos que el
numero de células que expresan esta subunidad no se correlaciona con la
hiperreactividad. Es probable que la discrepancia entre ambos estudios se deba a la
técnica de determinacién de la integrina, pues en el estudio de Bazan-Perkins y
colaboradores (2009) se utilizé morfometria, que tiene la limitante de no permitir discernir
entre la expresion de la integrina de los miocitos y la acelular, mientras que la utilizada en
el presente estudio, citometria, determiné exclusivamente la expresién de la subunidad 31

de integrina de los miocitos.

Finalmente, los LT son mediadores involucrados en la contraccion del musculo

liso. Estos mediadores lipidicos producen sus efectos al unirse a su receptor Cys-LT1. La
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activacion de éste receptor, ademas de producir contraccién del musculo liso, modula la
inflamacion, las respuestas inmunes y el desarrollo de fibrosis en las vias aéreas (Peters-
Golden, 2008). En el cobayo, la obstruccién de las vias aéreas producida por el alergeno
se genera fundamentalmente por la contraccién del musculo liso, esta contraccién es
producida principalmente por la liberacién de LT e histamina (Sundstrom et al, 2003); esto
nos llevé a suponer un papel crucial del receptor Cys-LT1 en las respuestas al alergeno y
en la hiperreactividad puesto que ambas involucran la contraccion del masculo liso de las
vias aéreas. No obstante, nuestros resultados mostraron que no hubo cambios
estadisticamente significativos en el nimero de células que expresan el receptor Cys-LT1
en el musculo liso traqueal, ni que su expresion se relacioné con la magnitud de la
hiperreactividad. Probablemente la expresién de este receptor no se ve alterada en el

asma a pesar de todos los cambios en la via aérea que este desorden representa.
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Conclusiones

El modelo de asma alérgica en el cobayo induce el incremento en la reactividad de
la via aérea (hiperreactividad) a la histamina, asi como en el niumero de miocitos

traqueales que expresan el H1R y el TGF31.

La magnitud de la hiperreactividad de las vias aéreas en este modelo de asma
alérgica se asocié directamente con el numero de miocitos traqueales que expresan el
H1R y TGF-B1. No se observé ninguna asociacion entre la hiperreactividad y el nimero

de células que expresaban la subunidad 1 de integrina ni el receptor Cys-LT1.

La expresion de TGF-B1 y de la subunidad B1 de integrina en el musculo liso estan

directamente correlacionadas.
Con estos resultados concluimos que en el musculo liso de las vias aéreas hay un

fenotipo asociado a la hiperreactividad de las vias aéreas caracterizado por el incremento

en los miocitos traqueles que expresan el receptor H1IR y el TGF-1 en este tejido.
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