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Resumen

La Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina (EREA) es un padecimiento poco
estudiado que se caracteriza por presentar asma, intolerancia a la aspirina,
rinosinusitisis crénica y poliposis nasal. En el presente trabajo de tesis, analizamos
tanto la expresion génica como la expresion proteica de galectina-10 en lavados
nasales pre y pos reto nasal con lisil-aspirina, principal componente de los granulos de
eosindfilos y basofilos, y proteina recientemente involucrada en procesos alérgicos
como la rinitis alérgica. La expresion fue determinada en tres grupos de estudio,
pacientes con EREA, asmaticos tolerantes a la aspirina (ATA) y controles sanos. En
condiciones basales y después del reto con la lisil-aspirina, los pacientes con EREA
presentaron mayor nivel de galectina-10 comparados con los ATA y los voluntarios
sanos, en contraste con la expresion génica encontrada. Este es el primer estudio
donde se reporta la liberacion de galectina-10 en pacientes con EREA en lavados
nasales, y de acuerdo a nuestros resultados suponemos una posible participacion de

ésta proteina en la patogénesis de esta enfermedad.

Palabras clave: EREA, galectina-10, ATA.
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1. Antecedentes

El hallazgo de la enfermedad actualmente conocida como Enfermedad Respiratoria
Exacerbada por Aspirina (EREA) (1) se logré gracias a las observaciones que se
hicieron a un grupo de pacientes asmaticos que presentaban diferentes alteraciones
clinicas, de las cuales destacaban el angioedema, urticaria y broncoconstriccion entre
algunas otras mas, después de ingerir aspirina o algun anti inflamatorio no esteroideo
(AINES).

En la EREA no se conoce el o los mecanismos que participan en la exacerbacion de la
enfermedad después de la ingesta de aspirina, sin embargo el que hasta hoy se
propone con mayor aceptacion es el que involucra diferentes anomalias en el
metabolismo del acido araquiddnico, provocando un desequilibrio entre los distintos
medidores proinfalamtorios y anti inflamatorios (1). Sin embargo, existen algunas otras
propuestas que han tratado de explicar el origen y las diferentes consecuencias de éste

padecimiento, sin llegar a una conclusién general.

Este padecimiento es poco conocido y por lo tanto poco estudiado, sin embargo en un
estudio (2) hecho por gendmica en sangre periférica de pacientes con EREA, se
demostré que hay una sobre expresion del gene que codifica para galectina-10. De
igual forma, hay otras investigaciones realizadas por proteémica en lavados nasales y
en piel de pacientes, pero con rinitis alérgica, donde se destacé la expresion proteica
de galectina-10 (3, 4). En cada uno de los reportes mencionados solo se ha
manifestado la sobreproduccion de ésta proteina, pero en ninguno de ellos se le ha

atribuido alguna funcion biologica clara.

De aqui que el objetivo principal de nuestro trabajo fue estudiar la presencia de

galectina-10 en lavados nasales de sujetos con EREA antes y después de un reto nasal
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con lisil-aspirina, y analizar si ésta proteina se encuentra involucrada en este sindrome

cuando dichos pacientes son retados con el agente desencadenante.

2. Introduccién

2.1 Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina (EREA)

2.1.1 Generalidades y prevalencia

La EREA (Enfermedad Respiratoria Exacerbada por Aspirina), fue descrita por primera
vez por Widal en 1922, quién hizo la asociacion clinica entre hipersensibilidad a la

aspirina, poliposis nasal y asma (5).

Posteriormente en 1968 Samter y Beer publicaron los primeros trabajos sobre ésta
asociacion, a la cual le denominaron “Triada de Samter” 6 “Sindrome de Samter”.
Actualmente, este sindrome también es conocido como asma inducida por aspirina

(AlIA), asma sensible a aspirina (ASA), hipersensibilidad a aspirina (HIA) o EREA (1).

La EREA, es un padecimiento caracterizado por inflamacién severa y persistente de las
vias respiratorias superiores e inferiores, rinosinusitis hipereosinofilica hiperplasica,
asma, poliposis nasal e intolerancia a la aspirina (1). Se ha reportado que afecta
alrededor del 10% de la poblacién asmatica adulta y se puede incrementar hasta el
20% cuando los pacientes son retados con el agente desencadenante, el acido acetil

salicilico (6).

Los sujetos con esta enfermedad no solo presentan intolerancia a la aspirina, algunos
también son intolerantes a algunos analgésicos antiinflamatorios no esteroideos
(AINES), lo cual les puede provocar rinorrea profusa, hiperemia conjuntival, dolor
abdominal, urticaria, angioedema y shock anafilactico. Este tipo de reacciones pueden
aparecer a los 30 minutos de haber ingerido estos medicamentos o0 hasta 3 horas

después (6, 7).
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A diferencia del asma este padecimiento se presenta entre los 29 y 34 afios,

iniciandose en las mujeres a una edad mas temprana con respecto a los hombres (5).

2.1.2 Patogénesis

La EREA es una enfermedad inflamatoria caracterizada por hipertrofia del masculo liso
bronquial, secreciones excesivas de moco e inflamacién, proceso en el cual participan
diferentes células activadas como mastocitos, eosindfilos, neutréfilos, macréfagos,
basdfilos y linfocitos. Estos pacientes presentan un estado de inflamacion continua de
vias respiratorias altas y bajas y la exposicion a la aspirina acentla el proceso

inflamatorio y conduce a las exacerbaciones del asma (7).

Los procesos asmaticos que desarrollan este tipo de enfermos presentan
predominantemente una respuesta tipo Ty2 , en la cual tanto el equilibrio de
subpoblaciones de linfocitos T cooperadores, como el de las citocinas proinflamatorias
y antiinflamatorias es vital para el control de la respuesta inflamatoria, la desregulacion
en este mecanismo, conduce al desarrollo de condiciones patolégicas tales como

autoinmunidad e inflamacién cronica (8).

En lo que concierne a la EREA, se han observado niveles incrementados de citocinas
proinflamatorias secretadas por células epiteliales y linfocitos T2 activados. Dentro de
las cuales se encuentran IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, GM-CSF y eotaxina (1).

En las Ultimas décadas se han realizado diversos estudios para conocer los
mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la intolerancia a la aspirina. A la fecha
se sabe gue esta reaccion no es mediada por IgE (5), sin embargo, no se conocen los

mecanismos por los cuales se produce la reaccion de intolerancia a la aspirina.

Una de las propuestas mas estudiadas es la que se refiere a la existencia de un
metabolismo anormal del acido araquiddnico (9), y un incremento en la actividad de la

leucotrieno sintasa (LTC4S), lo que ocasiona una sobre produccién de cisteinil
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leucotrienos (CysLTs) como LTCy LTDsy LTE; y un decremento en el nivel de la
prostanglandina anti inflamatoria PGE; (ver fig. 1), ocasionando un desequilibrio entre
los distintos mediadores proinfalamtorios y antiinflamatorios y un aumento en el nimero
de eosindfilos y mastocitos a nivel tisular, lo que genera procesos de vasodilatacion,
broncoconstriccion y secrecion de moco, caracteristicas importantes de la EREA (7).

7
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Figura 1. Mecanismo propuesto, por el cual se produce la intolerancia a la aspirina. Metabolismo anormal
del &cido araquidénico, ocasionando un incremento en los niveles de cisteinil leucotrienos y un

decremento en el nivel de PGE,.
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2.1.3 Metabolismo del 4cido araquidénico

El acido araquiddnico puede ser metabolizado a través de 2 vias, la de la cicloxigenasa
(COX) para producir prostanglandinas y la de 5-lipoxigenasa (5-LO) para sintetizar
leucotrienos (1). La cicloxigenasa tiene dos isoformas cicloxigenasa 1 (COX-1) y
cicloxigenasa 2 (COX-2) (7).

COX-1 es una enzima expresada constitutivamente en células epiteliales del sistema
gastrointestinal, respiratorio y en células inflamatorias. COX-2 se expresa Unicamente
en células inflamatorias, es una enzima inducible y altamente regulada por mediadores

pro inflamatorios tales como citocinas y factores de crecimiento (1).

La aspirina y otros AINES inhiben la COX-1, compiten directamente con el &cido
araquidonico por el sitio de union de la cicloxigenasa, lo que provoca un decremento en
los productos sintetizados por esta enzima, incluyendo PGE; la cual inhibe a la enzima

5-LO, por lo cual aumenta la produccion de leucotrienos (9).

2.1.4 Diagnéstico

Hasta el momento la principal herramienta de diagnéstico sigue siendo los signos y
sintomas de la EREA que manifiestan los pacientes, como son: asma, poliposis nasal,
intolerancia a la aspirina (AINES), y sinusitis cronica hipereosinofilica hiperplasica. Sin
embargo, un diagnaostico definitivo y veraz, solamente puede ser establecido a través de

retos con aspirina.

Hay tres tipos de reto con aspirina: oral, bronquial y nasal. El reto oral es considerado el
estandar de oro, y se practica principalmente en Estados Unidos. Por otra parte el reto
con inhalacion bronquial con aspirina es utilizado principalmente en Europa (1). El reto
nasal con aspirina es simple, seguro y el mas inocuo ya que raramente induce

broncoespasmo (7).
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El reto nasal se realiza comunmente instilando 25mg de lisil-aspirina en cada narina
(10), se ha observado que los pacientes con EREA no experimentan ataques de asma
durante el reto so6lo presentan sintomas nasales tales como rinorrea, congestion nasal
y estornudos. La mayor ventaja de este reto es que no provoca broncoespasmo en
sujetos intolerantes a la aspirina y que puede ser empleado incluso en sujetos con
obstrucciéon bronquial. Las desventajas son que la sensibilidad se reduce cuando es
comparado con retos orales y que en algunos pacientes la oclusion por pélipos nasales

interfiere con el flujo nasal haciendo imposible la realizacién del reto (1, 6).

A continuacion se presenta un cuadro donde se pueden identificar las diferencias en

sensibilidad y especificidad de los diferentes retos con aspirina:

Reto con Lisil-Aspirina

Tipo de reto Sensibilidad Especificidad
Oral 89% 93%
Inhalado 77% 93%
Intranasal 80% 92.5%

2.2 Eosinofilos

Los eosindfilos fueron descritos en sangre en 1879 por el cientifico aleman Paul Ehrlich
(11). Son leucocitos polimorfonucleares involucrados en el inicio y propagacion de
numerosos procesos inflamatorios que pueden ser provocados por parasitosis,

infecciones bacterianas y virales, dafio tisular y enfermedades alérgicas (12).

El incremento de eosindfilos en tejidos, sangre y médula 6sea es caracteristico del
asma. En general, los niumeros elevados de ésta estirpe celular correlacionan con la

gravedad de la enfermedad. Esto ha llevado a la hipdtesis de que el eosindfilo es la
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célula efectora central responsable de la inflamacién en curso de las vias respiratorias,
debido a su potencial para causar dafio a las mucosas mediante la liberacion de

proteinas de sus granulos, mediadores lipidicos y especies reactivas de oxigeno (12).

Estas caracteristicas no solo pueden presentarse en asma sino también en otros

padecimientos relacionados con esta enfermedad como la EREA.

2.2.1 Morfologia

Morfologicamente los eosinofilos se caracterizan por tener nucleo bilobulado con
citoplasma casi totalmente ocupado por granulos de tres tipos: granulos primarios,
granulos grandes o especificos también llamados secundarios y granulos pequefios.

Los granulos primarios no tienen ndcleo, contienen lisofosfolipasa A y galectina-10; los
granulos especificos estan formados por un nucleo cristaloide y contienen 4 proteinas
catibnicas eosindfilas basicas: proteina basica principal (MBP), proteina catidnica
eosinofilica (ECP), neurotoxina derivada de eosindfilos (EDN) y peroxidasa de
eosinofilo (EPO). Por ultimo los granulos pequefios contienen arilsulfatasa B y

fosfatasa acida (13).

Como parte de la morfologia normal también contienen cuerpos lipidicos que son la
fuente principal de acido araquidénico; ademas contienen cicloxigenasa Yy

5-lipoxigenasa, necesarias para la sintesis de prostaglandinas y leucotrienos (14).

2.2.2 Ciclo de vida del eosinéfilo

El desarrollo de eosindfilos en la médula ésea es estimulado por 3 citocinas: factor
estimulante de colonias macréfagos y granulocitos (GM-CSF), IL-3 e IL-5. La IL-5
promueve exclusivamente el desarrollo y diferenciacion terminal de eosinéfilos en la
médula ésea, en contraste con IL-3 y GM-CSF que ademas de estimular el desarrollo

de eosindfilos también estimulan otros tipos celulares (13).
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Los eosindfilos liberados en sangre normalmente circulan con una vida media que
puede variar desde 8 a 18 horas, posteriormente dejan la circulacion para localizarse en
los tejidos donde permanecen por 2 o 5 dias, especialmente en tejidos con superficies

epiteliales mucosas como la piel, tracto respiratorio y digestivo (13).

Para desarrollar una respuesta inflamatoria efectiva los eosinoéfilos primero deben
estimularse, un proceso por el cual las funciones efectoras tales como migracion,
adhesion y fagocitosis son incrementadas, después tienen que ser activados para

liberar sus mediadores (13).

La activacion del eosindfilo se da por accion de estimulos especificos como la union de
IgA a los receptores de superficie del eosindéfilo. Una vez activados, los eosinofilos
presentan modificaciones estructurales y metabdlicas como la aparicién de vacuolas
ligadas a la liberacion de los granulos al medio extracelular (degranulacion) y el
aumento de cuerpos lipidicos. En la siguiente figura se muestra el ciclo de vida

completo del eosindfilo (14).

Ancias al endotahn
1. Eosinaofilopoyesis. El eosindfilo Medula osea 2 e il
maduro es derivado de la célula el e LD
riadre pluripotencial  por medio m
de IL5 en la médula dsea. ) T odamerio « S
2. Anclaje del  endotelio. El W J
eosindfilo maduro migra a través a |
del waso sanguineo por  los
procesos de rodamiento, adhe- \’ !
sidn y diapédesis a los tejidos
inflamados con paticipacidn de pry!
las moléculas  de adhesidn L_c.:.;T :
WLAAMNCAMET, producidas por pofilo \\Q ;
IL-4 v IL-13 derivadas del patron A
Th2. 3. Quimistaxis. El eosindfila \\ A
ge dirige al tejido inflamado por s
medio de eotaxina y PAF y
prolanga suU superivenvia en los Calula
tejidos por medio de IL-3, IL-5 madee
y GM-CSF, si estas citocinas no pluripo-
estdn presentes se produce tervcial “
muerte del eosindfilo. 4. Degranu-
lacidn y liberacidn de mediadores
guimicas.

VLAAN

CAM-1
CAM
|I|||n|_‘¢~" '.\
. =

£- 3

"Ju HOlaxis

e
L5
GM-CSF
iL-3 PAF
wolaxina eotming

»
\ IL-5 | 3

\
IL-4
IL-13
1 l
w3 v /
IL-5 /A  GmeosF A8 Portn =
* '\*’-', -— ’\-; :-.— .:rhzl
". - -"_J J == 1
> UPErVIVENG
? o~ 4 I prodo rrl.v"r
/ %\ J L4 N

| | / N
’ ¥ \\

Pro'winas £ 2N Cinanas A
pranulanss \ ‘3‘ seosanoges o
NS - ‘k )

Muerte ostular S

b

)
Degranuiacion y Kberacidn de madiadores

Figura 2. Ciclo de vida del eosinéfilo. Modificado de Hoffman (14).
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2.2.3 Funciones

Los eosindfilos tienen la capacidad de participar en la reparacion y remodelacion tisular
(liberando TGF-B), juegan un papel importante en la regulacion de su ciclo de vida y
poseen funcion citotoxica (por sus proteinas granulares) e inmunoreguladora (por las
citocinas que liberan) (14). Son potentes productores de metabolitos toxicos derivados

de oxigeno tal como O, H,O, y OH™ (11).

Pueden sintetizar y secretar por lo menos 35 importantes citocinas proinflamatorias,
quimiocinas y factores de crecimiento. Entre las citocinas se encuentran IL- 2, 3, 4, 5, 6,
9, 12, 13, 16, factor de necrosis tumoral a (TNF-a), factor estimulante de colonias
macrofagos y granulocitos (GM-CSF), quimiocinas como RANTES (CCL5) y eotaxina
(CCL11), y factores de crecimiento como factor de activacion plaguetario (PAF) y factor
de crecimiento transformante a/f (TGF a/B), entre otros. Muchas de estas citocinas son
potentes inductores de la respuesta inmune en asma, rinitis y otras enfermedades

inflamatorias como la EREA (12).

Por otra parte un componente primordial de los granulos de eosindfilos es la proteina
galectina-10. Comprende del 7 al 10 % del total de las proteinas presentes en los
eosindfilos y debido a su abundante expresion se le considera marcador de este tipo
celular (15). Esta proteina pertenece a la familia de lectinas animales llamadas

galectinas.

2.3 Galectinas

2.3.1 Generalidades

Las galectinas son una familia de proteinas enddégenas conservadas a través de la
evolucion, estan ampliamente distribuidas en la naturaleza en invertebrados y
mamiferos (16), por lo general son proteinas pequefias solubles con pesos moleculares
de 14-35kD (21); tienen la capacidad de unirse a su ligando mediante un dominio de
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reconocimiento a carbohidratos (DRC) que tiene afinidad por residuos B-galactdsidos
(8). ElI DRC consiste en alrededor del135 amino acidos plegados en una estructura de
sandwich (17).

Estas proteinas pueden interaccionar con superficies celulares y glicoconjugados de

matriz extracelular a través de interacciones galectina-carbohidrato (18).

2.3.2 Clasificacién de las galectinas

De acuerdo a su estructura se han descrito 15 miembros de familia de galectinas en
mamiferos (18). Hirabayashi y Kasai las clasificaron en 3 grupos: Grupo |) Las proto
tipo, Grupo Il) Las tipo quimera y Grupo lll) Las de secuencias repetidas o en “tandem”
(17).

Las galectinas proto tipo (galectina 1, 2, 5, 7, 10, 11, 13, 14 y 15) presentan un solo
DRC y algunos miembros de este grupo pueden formar dimeros (8). Las galectinas 5,
7 y 10 existen como monémeros y las galectinas 1, 2, 13y 14 forman dimeros (19). El
grupo de galectinas tipo quimera esta conformado Unicamente por galectina 3; presenta
un DRC conectado a una regiéon amino terminal que no reconoce carbohidratos (8) y
puede formar pentameros (18). Por dltimo, las galectinas con secuencias repetidas
(galectina 4, 6, 8, 9 y 12), son proteinas con dos dominios de reconocimiento a

carbohidratos diferentes.
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Figura 3.Clasificacion de las galectinas de acuerdo a su estructura (20).

2.3.3 Funciones y localizacién

La galectina 1 y 3 fueron las primeras en aislarse de tejidos de mamiferos (21). Las
galectinas en general son expresadas en células mieloides y pueden ser inducidas o
encontrarse poco expresadas en células linfoides en reposo. En cuanto a las galectinas
4y 7, a la fecha no se han encontrado expresadas en ningun tipo celular. Algunas
otras, como la galectina 1 y 3 son expresadas simultaneamente en diferentes tipos de

células del sistema inmune como en células T y macréfagos (18).

Algunos miembros de esta familia se pueden localizar intracelularmente (galectina 1,
3, 7, 10, 11 y 12), y algunos otros, se localizan tanto intracelular como

extracelularmente (galectinas 2y 4) (22).

Existen evidencias donde se demuestra que algunos miembros de esta familia
participan activamente en procesos de regulacion de la respuesta inmune, como
mediadores de la inflamaciéon tanto aguda como crénica (23). Ademas han sido

involucradas en fendmenos de inmunomodulacion, adhesién celular, regulacion del
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crecimiento, embriogénesis, reproduccion, metastasis, proliferacion y splicing. La

mayoria de estas funciones, han sido asignadas a galectina 1 y galectina 3 (16, 22).

Galectina-1
@ Induce apoptosls a células T activacas O %

® Seexpresa enT activadas y Tregs
® Induce estado de activacion altemativa en macrdlagos

Galectina-2

® Induce apoptosis a célulasT activadas
® Madula citoquinas proinflamatorias

Galectina-3 9 o :3 ;
@ Extracelular induce apoptosis a céulas T activadas

@ Intracelular:Tiene propiedades anti-apoptotices

© Participa en el escape tumoral de melanoma y linfoma

Galectina-12

® Participa on af contrel del ciclo colular
® 5@ @press an tefldo adiposo

@ Partdpa on la diferenciacion de adipocitos F i % i i

Galectina-10

® Se expresa en eosindfios y bastfifos
® Contribuye ala funcidn de Tregs

® Induce la migracian de monocitos y macrofagos

Galectina-4 o.c

@ Induce la produccion de IL-6 ¢n ¢dlulas CO4*

Galectina-7 O

o Participa en la diferenciacion de queratinocitos

Galectina-9
@ Induce apoptosis de células T activedas

@ Induce la maduracon de DCs y ha secresidnde iL-12
© Quimiocatractante de eosnofios

Galectina-8 3C 5©

o Aumenta la adhesion de neutrdfilos

Figura 4. Funcion de Galectinas (20).

En cuanto a galectina-10, a la fecha no se le conoce alguna funcién biol6gica, so6lo
existen algunos datos sobre su expresion en rinitis alérgica (3, 4).

2.4 Caracteristicas generales de galectina-10
Los cristales de Charcot-Leyden son cristales bipiramidales hexagonales formados por

una proteina a la que se le denomind proteina de los cristales de Charcot-Leyden, la

cual actualmente es conocida como galectina-10.
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Galectina-10 se encuentra expresada en los granulos de eosindfilos y basofilos, y
puede localizarse en nucleo y citoplasma (17). Comprende del 7 al 10 % del total de las
proteinas presentes en eosindfilos y debido a su abundante expresion se le considera
marcador de este tipo celular (15). Originalmente se le denominé cristales de Charcot-
Leyden (CLC), los cuales fueron descritos por primera vez en 1853 por Charcot y en
1871 por Leyden (15, 24).

Inicialmente esta proteina fue considerada como lisofosfolipasa de eosindfilos, sin
embargo afios después, Ackerman y cols. (25) demostraron que desarrolla esta funcion
pero de forma indirecta. Ya en 1995 se observo que la secuencia y estructura de la
proteina CLC era similar al grupo de las galectinas, por ésta razén y por el orden
numérico que le correspondia, fue denominada galectina-10 (26). EIl gen que codifica
para la galectina-10 se encuentra localizado en el cromosoma 19 ubicacién 19q 13.1
(27).

No se le ha atribuido alguna funcion biolégica clara, sin embargo, Kubach y cols., (28)
son los Unicos que han demostrado que ésta proteina es esencial para la funcion de las
células T reguladoras CD4'CD25" de sujetos sanos. Por otro lado se han dado a
conocer investigaciones donde resaltan la sobre expresion de galectina-10 en rinitis

alérgica (3, 4).

Ghafouri y cols., (3) realizaron proteémica de lavados nasales de pacientes con rinitis
alérgica y una de las proteinas sobre expresadas en estos sujetos fue galectina-10.
Este estudio fue el primero en el cual se reporté una sobre expresion de galectina-10 en
lavados nasales de pacientes con rinitis alérgica. Por otra parte Benson y cols., (4)
hallaron por microarreglos una sobre expresion del gen de galectina-10 en biopsias de
piel de pacientes con rinitis alérgica. Afios mas tarde Bryborn y cols., (29) estudiaron la
asociacion de polimorfismos en el gene de galectina-10 en ésta misma enfermedad, y
encontraron que la variacién genética en la region promotora del gene de galectina-10

esta asociada con este proceso alérgico.
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Recientemente Plager y cols., (2010), (30) estudiaron los genes sobre expresados en
pacientes con rinosinusitis asmatica cronica con pélipos nasales, uno de ellos fue la
galectina-10, ademas reportaron un nivel elevado de ésta proteina en lavados nasales

de estos mismos pacientes con respecto a los controles.

Por otra parte Valli De Re y cols., (31) demostraron por primera vez relacion directa
entre los niveles de galectina-10 y el grado en el dafio al intestino en enfermedad

celiaca (enfermedad cronica intestinal).

2.4.1 Estructura

La galectina-10 es un polipéptido de 16 kDa con 142 aminoacidos (25), tiene un alto
contenido de &cido glutamico y metionina, pero Unicamente seis residuos de arginina y
dos de cisteina (32). La secuencia de aminoacidos de galectina-10 muestra mayor
similitud con galectina 3y 4 (25-30%); y presenta una baja similitud con galectina 1y 2
(15-20%) (26).

La galectina-10 es una molécula compacta, presenta una estructura de gelatina (jelly-
roll), la cual resulta de la asociacion entre 5 cadenas y 6 cadenas B-plegadas (25, 26).
Tiene afinidad especifica por sacaridos simples como N-acetil-D-glucosamina, lactosa y
manosa (26).
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Figura 5. Representacion de listén de la estructura de galectina-10. La manosa (molécula a la derecha)
interactia con los residuos His 55, Asn 65, Trp 72 y GIn 75 dentro del dominio de reconocimiento a

carbohidratos.

Cuando esta proteina es liberada de los eosinofilos forma agregados que toman la
forma distintiva de cristales con forma bipiramidal hexagonal, como se muestra en la
figura 6. Estos cristales se pueden tefir con hematoxilina-eosina (se tifien de rosa a

rojo), con fierro-hematoxilina (se tifien de negro) y con Giemsa (se tifien de azul) (33).
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Figura 6. Secreciones purulentas de los senos esfenoides con alto contenido de cristales de Charcot-

Leyden (en las flechas) tincion H&E.

3. Justificacion

La EREA es un padecimiento poco estudiado del cual no se conoce el o los
mecanismos que participan en la exacerbacion de la enfermedad después de la ingesta
de aspirina, aunque hasta hoy el de mayor aceptacién es el que involucra diferentes
anomalias en el metabolismo del &cido araquiddnico, provocando un desequilibrio entre

los distintos medidores proinflamatorios y antiinflamatorios sintetizados (1).

Como ya se habia mencionado existe un estudio (2) en el que por gendmica en
sangre periférica de pacientes con EREA, se demostré una sobre expresion del gene
de galectina-10, y algunas otras investigaciones realizadas por proteémica en lavados
nasales y en piel de pacientes con rinitis alérgica donde se destacO la expresion
proteica de galectina-10 (3, 4); pero en cada uno de los reportes mencionados solo se
ha manifestado la sobreproduccién del gen o de la proteina, pero en ninguno de ellos
le describieron alguna funcion bioldgica clara.
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Tomando en cuenta que la EREA es un sindrome en el cual destaca la exacerbacion y
la gravedad del asma por intolerancia a la aspirina, y por ende un padecimiento con
procesos inflamtarios crénicos graves, se nos hizo relevante averiguar inicialmente si la
galectina-10 podria ser considerada como un marcador diagnostico de la EREA y
segundo, investigar si se encuentra involucrada en el desarrollo de la patogenésis de
este padecimiento. Por lo que nuestro principal objetivo fue, evaluar la presencia de
galectina-10 en lavados nasales de sujetos con EREA antes y después de un reto nasal

con lisil-aspirina.

4. Objetivos

4.1 Objetivo general

Analizar la expresién de galectina-10 en CMSP y la presencia de la proteina en

lavados nasales pre y pos reto nasal con lisil-aspirina.

4.2 Objetivos particulares

e Comparar la expresion génica de galectina-10 por PCR tiempo real en CMSP de

pacientes con EREA, asmaticos tolerantes a la aspirina y controles sanos.

e Determinar la presencia de galectina-10 en lavados nasales pre y pos reto nasal

con lisil-aspirina por ELISA.

e Analizar los resultados de los pacientes con EREA, con respecto a los

asmaticos tolerantes a la aspirina y a los controles sanos .

e Determinar si existe relacion entre la inmunoreactividad de galectina-10 y la
severidad de la EREA.
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5. Metodologia

Los siguientes esquemas muestran la metodologia desarrollada en este trabajo:

Pacientes con EREA,
asmaticos tolerantes a
la aspirina y controles

sanos.
Sangre Lavado nasal pre y
periférica pos reto nasal con
lisil-aspirina
A 4 \
Obtencion de v
células Sobrenadante
mononucleares concentrado
- J l
A 4
( )
Extraccion de ELISA
ARN
- J

A 4

Sintesis de ADN
complementario

[ PCR tiempo real ]




5.1 Grupos de estudio

Se incluyeron 3 grupos de estudio: 1) 15 pacientes con Enfermedad Respiratoria
Exacerbada por Aspirina (EREA), 2) 10 pacientes asmaticos tolerantes a la aspirina
(ATA) y 3) 15 controles sanos. Se extrajeron 15mL de sangre periférica de cada uno de
los sujetos del grupo de estudio, para el analisis de expresion génica de galectina-10.
Posteriormente, a todos y cada uno de ellos, se les realiz6 un lavado nasal pre y pos
reto nasal con lisil-aspirina en solucion salina fisiol6gica (34), los cuales fueron usados

para la deteccion de galectina-10 por ELISA.

Los criterios de inclusion fueron: pacientes mexicanos con diagnoéstico de EREA, ATA y
sujetos voluntarios sanos sin sintomas respiratorios, sin historia de asma o intolerancia
a la aspirina y sujetos con un FEV mayor al 75%. Todos los sujetos del grupo de
estudio fueron reclutados y clasificados por el grupo de la clinica de inmunoalergia y
asma del INER, el cual cuenta con médicos especializados en el area. El reto nasal
con la lisil-aspirina para el diagnostico de EREA, se detalla en seguida, el cual también

se realizé por los médicos especialistas en el campo.

Los criterios de exclusion fueron: pacientes con alguna otra patologia concomitante,
pacientes que estuvieran tomando medicamentos que interfirieran con los resultados de

nuestros estudios, y pacientes con un FEV inicial menor al 75%.

5.2 Lavado nasal prey pos reto nasal con lisil-aspirina

Se realiz6 rinomanometria y espirometria basal a todos los pacientes. Se instil6 0.1mL
se solucidén salina 0.9% en cada narina y se realiz6 nuevamente rinomanometria para
descartar hiperreactividad inespecifica. Una vez descartada la hiperreactividad
inespecifica se realiz6 el lavado nasal correspondiente al pre reto nasal, con una sonda
foley, instilando 5mL de solucién salina 0.9% en cada narina. Después se instilaron
0.25mL de una solucién de lisil-aspirina en cada narina, correspondientes a 12.5mg de
lisil-aspirina, se realiz6 rinomanometria y espirometria 20 y 30 minutos posterior a la

instilacion. El reto se considerara positivo si se observa disminucion del 40% del flujo
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inspiratorio nasal con respecto al basal y/o una caida del FEV1 en un 20%, si no es asi
se vuelve a instilar en cada narina la misma dosis. Se realiza nuevamente
rinomanometria y espirometria 20 y 30 minutos posterior a la instilacion y se realiza el
lavado nasal con 5mL de solucién salina 0.9% en cada narina, correspondiente al pos

reto nasal.

Los lavados nasales se centrifugaron para separar las células del sobrenadante y este

se alamacend a -70°C hasta su requerimiento.

5.3 Purificacion de células mononucleares de sangre periférica (CMSP)

Para la separacion de las CMSP se tomaron 15 mL de sangre periférica y se diluyo
volumen a volumen en PBS. El volumen total se transfirio lentamente a un tubo cénico
de 50mL con 10mL de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep™) teniendo cuidado de no romper

el gradiente formado.

Se centrifugd (centrifuga HERMLE Z323K) a 1200 rpm durante 45 minutos a 22° C.
Tras la centrifugacién la muestra se separé en las siguientes fases: la primera fase
correspondiente al plasma seguida de una interfase debida a las células
mononucleares; una segunda fase debida al Ficoll y la fase inferior correspondiente a

eritrocitos y granulocitos (ver figura 7).

La capa de células mononucleares se transfirio cuidadosamente con una pipeta Pasteur
a un tubo conico, después se realizaron dos lavados con aproximadamente 40 ml de
PBS centrifugando a 1200 rpm durante 10 minutos a 4° C cada vez. Una vez
realizado el ultimo lavado se decanté el sobrenadante, se resuspendieron las células en
el liquido remanente y se contaron en una camara de Neubauer (BRAND); después se
adicioné la cantidad correspondiente de Trizol (Gibco brl) de acuerdo a la relacién 1 mL
Trizol / 5 -10x10° células. Finalmente se agitaron vigorosamente las muestras para

lisar las células y se almacenaron a -70° C hasta su requerimiento.
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Figura 7. Purificacion de células mononucleares de sangre periférica con Ficoll-Hypaque.

5.4 Extraccién de ARN total de CMSP

Esta técnica se realizd6 tomando méximas precauciones, empleando material libre de
RNasas y se trabaj6 lo mas rapido posible para evitar la degradacion del ARN durante

la manipulacion.

Se descongelaron las muestras de CMSP en Trizol, se agitaron vigorosamente y se
incubaron durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se adicion6 0.2mL de cloroformo
por cada mililitro de Trizol, agitando los tubos vigorosamente por 15 segundos e
incubando 3 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugo (centrifuga HERMLE
Z323K) a 12000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Tras la centrifugaciéon la mezcla se separ6 en dos fases, la primera correspondiente a la
fase acuosa en la cual se encuentra el ARN, seguida de una interfase en la que se
encuentran las proteinas y la segunda fase correspondiente a fenol / cloroformo

(figura 8).
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Fase acuosa: ARN

Figura 8. Separacion de la mezcla células en Trizol + cloroformo, después de la centrifugacion.

La fase acuosa se transfiri6 con mucho cuidado a un tubo nuevo libre de RNasas, el
ARN se precipitd de esta fase con alcohol isopropilico, utilizando 0,5 mL de alcohol
isopropilico por 1mL de Trizol. Se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos y
se centrifugo a 12000 rpm durante 10 minutos a 4° C.

Después de la centrifugacion se elimind el sobrenadante, y el precipitado de ARN
formado se lavdé una vez con etanol al 75% en agua DEPC, afiadiendo 1 mL de
etanol al 75% en agua DEPC por cada mililitro de Trizol. Se mezcl6 la muestra y se
centrifugo a 7500 rpm durante 5 minutos a 4 ° C. Después de la centrifugacién se
elimind el sobrenadante, se dejo secar al aire el precipitado de ARN y se resuspendio
en 100uL de agua DEPC. La integridad y calidad del ARN fue evaluada en el equipo
Agilent 2100 Bionalyzer.

5.5 Sintesis de ADN complementario

La sintesis de ADN complementario se realiz6 con el Kit ThermoScript™ RT-PCR
System (Invitrogen), en el equipo Mastercycler gradient (Eppendorf) a partir de 1ug de
ARN en un volumen total de 20ul. Para cada muestra se empled: 1ul de Oligo(dT)2o
(50puM), 2ul de mezcla de dNTPs (10mM) y H,0 DEPC para tener un volumen de
12ul, incubando a 65° C durante 5 minutos y enfriado inmediatamente sobre hielo para
evitar la renaturalizacion. Después se adicionaron 8ul de la mezcla de reaccién a cada
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muestra conteniendo 4ul de buffer de sintesis de ADN complementario 5x, 1yl de DTT
(0.1M), 1ul de RNaseOUT (40U/ul), 1pyl de H20 DEPC y 1ul de ThermoScript RT
(15U/yl), incubando a 60° C durante 45 minutos; la reaccion se detuvo por incubacion a

85° C por 5 minutos.

Finalmente se adiciono 1ul de RNasa H para eliminar el ARN remanente y se incubo a
37° C por 20 minutos. El ADN complementario de cada muestra se almaceno a —70° C

hasta su requerimiento.

5.6 Expresién génica de galectina-10 por PCR tiempo real

La secuencia del gen de galectina-10 se obtuvo de la base de datos pubmed (35), y
los primers y la sonda se disefiaron de tal forma que fueran especificos para el gen de

interés.

Primero se realizd6 una curva de validacion para el gen de galectina-10 y el gen
constitutivo 18s, a partir de diluciones seriales de un ADN complementario estandar
para verificar que tanto el gen de interés como el constitutivo amplifican con la misma

eficiencia.

La curva de validacion y las muestras de ADN complementario de cada grupo de
estudio se amplificaron en un volumen total de reaccién de 20ul, adicionando a cada
muestra 10yl de Tagman Universal Master Mix Il with UNG (Applied Biosystem), 1ul de
la sonda para galectina-10 (Custom TagMan Gene Expresion Assays, Applied
Biosystems), y 4ul de agua grado biologia molecular. Las muestras se corrieron en el
equipo StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Applied Biosystem), con las siguientes
condiciones: 1 ciclo a 50° C por 2 min; seguido de 1 ciclo a 95° C por 10 min;

terminando con 40 ciclos a 95° C por 15segy 60° C por 1 min.
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Se realizé una cuantificacion relativa usando como grupo de referencia los sujetos
sanos, los resultados se analizaron con el sofware ABI PRISM 7700 Sequence

Detection System.

5.7 Purificaciéon de granulocitos

Para la purificacion de granulocitos se tomaron 20mL de sangre periférica de un
paciente con eosinofilia, y se diluyeron con dextran 9:2. Se transfirid la sangre
mezclada con dextran a una jeringa de 60mL, se invirtid la jeringa y se dejo en esa
posicion por 15 minutos para que las células rojas sedimentaran. Una vez transcurrido
el tiempo, se extrajo el plasma rico en leucocitos con una aguja de mariposa a un tubo
cénico de 50mL conteniendo 15mL de Ficoll-Hypaque (Lymphoprep™). Se centrifugo
(centrifuga HERMLE Z323K) a 1500 rpm a temperatura ambiente por 25 minutos, tras
la centrifugacion la muestra se separ6 en 3 fases; la fase superior correspondiente al
plasma y la fase inferior debida al Ficoll, en el fondo del tubo se formé un precipitado
de eritrocitos y granulocitos, principalmente eosindfilos. Se descarto el plasma y el Ficoll
completamente, teniendo cuidado con el precipitado formado y se limpi6 el tubo cénico
de forma ascendente con un hisopo de algodén para remover contaminacion de células
mononucleares. El precipitado se resuspendio con el liquido remanente, se adicionaron
5mL de agua desionizada fria para lisar los eritrocitos, se invirti6 el tubo varias veces y
se adiciono rapidamente PBS hasta llenar el tubo. Después se centrifugo
inmediatamente a 3000 rpm por 5 minutos a 4° C, se decantd el sobrenadante y se
lisaron los eosindfilos con 500yl de buffer de lisis (Tris 2M pH 7.5, NaCl 0.15M, NaF
0.05M). Finalmente se centrifugo a 13500 rpm por 1 minuto a 4° C, el sobrenadante se
transfirio a un tubo nuevo, se determiné la cantidad de proteinas con Pierce BCA

Protein Assay kit (Thermo Scientific) y el sobrenadante restante se guardd a —70° C.

5.8 Electroforesis y Western blot

Esta técnica se realizd para detectar la posible presencia de galectina-10 a nivel local

en poélipos y mucosa nasal de pacientes con EREA. Las muestras de pdlipo y mucosa
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nasal se lisaron con solucién de lisis (Tris 2M pH 7.5, NaCl 0.15M, NaF 0.05M),
después se centrifugo (centrifuga HERMLE Z323K) a 13500 rpm por 1 minuto a4° Cy

el sobrenadante se transfirié a un tubo nuevo.

Se determiné la cantidad de proteinas de los sobrenadantes con Pierce BCA Protein
Assay kit (Thermo Scientific), se transfirid6 el volumen necesario para tener una
cantidad de 30ug de proteinas de cada sobrenadante a un tubo nuevo y se adicioné un
volumen equivalente de buffer de carga (Laemmli Sample Buffer, BIO-RAD), las

proteinas se desnaturalizaron por incubacion a 94° C por 10 min.

Se realizé electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes
(SDS-PAGE), (36) el gel se prepar6 al 15%, después de cargar las muestras y el control
positivo usado (enriquecido de eosindfilos), la corrida se realiz6 en una camara de
electroforesis vertical Mini-PROTEAN Tetra System (BIO-RAD) a 80V constante, en
solucion amortiguadora para electroforesis (25 mM Tris; 192 mM Glicina; 0,1% SDS,

pH 8.3) durante 3h aproximadamente o hasta que el frente alcanzara la parte final del
gel.

Las proteinas separadas por electroforesis se transfirieron utilizando una camara
vertical Mini-PROTEAN Tetra System (BIO-RAD) a una membrana de nitrocelulosa
(BIORAD). Este dispositivo permite transferir las proteinas cargadas negativamente,
mediante una corriente eléctrica que moviliza a las proteinas desde el gel hacia la
membrana. Para ello se utilizé soluion amortiguadora para transferencia (25 mM Tris pH
8,3; 192 mM Glicina; 10% Metanol) y la misma se realiz6 a 70V constante durante 2.30
horas. Después, la membrana se incubo con 10mL de solucién bloqueadora (PBS /
0.1% Tween 20 / 3% albumina sérica bovina, BSA) toda la noche a 4° C con agitacion

constante, para evitar la union inespecifica del anticuerpo anti-galectina-10.

La membrana bloqueada se lavé con 10mL de solucién de lavado (PBS / 0.1% Tween
20) y se incubo a temperatura ambiente con el anticuerpo monoclonal anti-galectina

(Abcam) diluido 1:200 en solucién bloqueadora, durante 2h. Después las membranas
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se lavaron y se incubaron con el anticuerpo anti-ratén biotinilado (Sigma) diluido 1:5000
en solucion bloqueadora por 1h. Se realizaron 3 lavados y se adicion6 Estreptavidina-
Peroxidasa (Sigma) 1:1000 en solucién bloqueadora, después se incub6 por 1h a
temperatura ambiente. Finalmente se realizaron 3 lavados y se incubo a temperatura

ambiente por 3 minutos con diaminobencidina (DAB, Vector) para revelar.

5.9 Deteccion de galectina-10 por ELISA

Se utilizaron placas de poliestireno de 96 pozos para ELISA (Costar). Se sensibilizaron
las placas toda la noche a temperatura ambiente con 100ul de anticuerpo monoclonal
anti-galectina 10 (Abcam) diluido 1:100 en PBS. Después las placas se lavaron 5
veces con 300ul de solucién de lavado (PBS pH 7.4 / 0.05% Tween 20) en cada pozo
y se bloquearon con 300ul de solucién bloqueadora (PBS - 0.05% Tween 20 / 1%
albumina sérica bovina, BSA) durante 2 horas a temperatura ambiente. Se realizaron 5
lavados con solucién de lavado y se incubaron por triplicado 100ul de los lavados
nasales previamente concentrados en tubos Amicon Ultra-4 (Millipore), toda la noche a
temperatura ambiente. Se realizaron nuevamente 5 lavados y se adicionaron 100ul del
anticuerpo policlonal anti-galectina-10 (R & D) con una dilucion 1:100 en solucion
bloqueadora, incubando por 2 horas a temperatura ambiente. Después de 5 lavados se
adicion6 el anticuerpo anti-cabra biotinilado 1:300 en solucion bloqueadora (2h;
temperatura ambiente). Se realizaron 5 lavados y se adiciond Estreptavidina-
Peroxidasa (Sigma) 1:1000 en solucién bloqueadora, por 30 min a temperatura
ambiente. Finalmente se realizaron 5 lavados y se procedié al revelado con una
solucién de sustrato de tetrametilbencidina (TMB, Sigma) incubando a temperatura
ambiente por 30 min. La reaccion se detuvo con H,SO4 0.19M y se leyo la absorbencia
a una longitud de onda de 450 nm en un espectrofotometro de placas (Benchmark BIO-
RAD).
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6. Andlisis estadistico

Se empled la prueba U de Mann Whitney para comparar la diferencia entre las medias

de los resultados usando el software GraphPad Prism 5 (GraphPad software, Inc.

California, USA). Se establecié diferencia estadisticamente significativa, si p < 0.05.

7. Resultados

7.1 Datos demograficos:

Sanos ATA EREA
Sujetos (n) 15 10 5
Edad (afios) 23 (21 - 34) 39 (14 - 62) 47 (28 - 74)
Sexo M:F 8:7 4:6 2:13
Atopia (%) 0 30 47
Eosinéfilos de 0.17 £0.16 0.52 +0.26 050+042*
sangre periférica
(x10%/mm?3)
IgE (Ul/mL) 76.8+65.4 229.5+438.2 267.8 £ 320.7
Reto nasal con 0 0 15

lisil-aspirina (+)

Tabla 2. Datos demogréficos de los pacientes con EREA, Asmaticos Tolerantes a la Aspirina (ATA) y
sujetos sanos. * P > 0.05 (EREA vs ATA).

A continuacion se muestran los resultados obtenidos de la expresion génica de

galectina-10 por PCR tiempo real y la determinacién de esta proteina por la técnica

de ELISA:
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7.2 Resultados de la expresion génica de galectina-10 por PCR tiempo real

La expresion génica de galectina-10 se determind solo en el estado basal, de las
células mononucleares de sangre periférica (CMSP). Se calculd por el método AACH,
tomando como referencia a los controles sanos. Este método es valido cuando la
eficiencia de amplificacion del gene de interés (galectina-10) y enddgeno es similar

(18s) (37), como ocurrio para nuestro ensayo.

La figura 9 representa la expresion relativa de galectina-10 en pacientes asmaticos

tolerantes a la aspirina (ATA) tomando como referencia a los sujetos sanos.

Expresion génica de galectina-10 en ATA

3.50
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2.50

H Sanos
HATA
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1.00
# # M |

0.00 hed u =t
Figura 9. Expresion relativa de galectina-10 en sangre periférica de pacientes asmaticos tolerantes a la
aspirina (ATA).

Como se puede observar en la figura anterior, los pacientes ATA presentaron un
comportamiento heterogéneo, ya que la mitad de estos sobre expresa el gene de

interés y el resto lo sub expresa comparandolos con los controles sanos.
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En cambio los pacientes con EREA presentaron un comportamiento mas homogéneo
debido a que la mayoria de estos sub expresa galectina-10 con respecto a los controles

sanos (Figura 10).

Expresion génica de galectina-10 en EREA
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2.50

200 H Sanos
4 EREA

<
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0.50 I—
0.00 L N M - Hw

Figura 10. Expresion relativa de galectina-10 en sangre periférica de pacientes con EREA.

La figura 11 muestra la expresion génica promedio de galectina -10 en los grupos de
estudio, de igual forma que en las graficas anteriores la unidad representa la expresion
génica de galectina-10 del grupo de controles sanos. Se observo que los pacientes con
EREA sub-expresan el gene de galectina-10 con respecto a los controles sanos,
siendo significativa esta diferencia (p < 0.05). Al comparar este mismo grupo con los
ATA se observo que también expresaron menos veces el gene de galectina-10, sin

embargo esta diferencia no fue significativa (p > 0.05).
En cuanto a los ATA, estos presentaron un incremento en la expresion de galectina-10

con respecto al grupo de controles sanos, aunque este incremento no fue significativo
(p > 0.05).
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Expresion relativa promedio de galectina-10
%* %
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Figura 11. Expresion relativa promedio de galectina-10 en pacientes con EREA (0.681+0.733) y ATA
(1.262+1.107). ** p < 0.05, * p > 0.05.

7.3 ELISA para galectina-10
Se estandarizo un ELISA tipo sandwich, anteriormente ya descrito, para la deteccion
de galectina-10 en lavados nasales pre y pos reto nasal con lisil-aspirina debido a que

no existe un kit comercial.

La figura 12 muestra los resultados de ELISA, para galectina-10 en estado basal (pre
reto) en los diferentes grupos de estudio.
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Determinaciéon basal de galectina-10
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Figura 12. Inmunoreactividad basal de galectina-10 en EREA y ATA comparados con los controles
sanos.
En condiciones basales, tanto los pacientes con EREA (0.045+0.046 vs 0.015+0.010,
P < 0.0005) como los ATA (0.027+0.039 vs 0.015+0.010, P < 0.05), presentaron mayor
inmunoreactividad de galectina-10 con respecto a los controles sanos, siendo mas

significativa la diferencia entre el grupo de EREA y sanos (P < 0.0005).

El nivel de galectina-10 fue mayor en lavados nasales basales de pacientes con

EREA, contrario a lo que se encontré en la expresion del gene en CMSP por PCR

tiempo real.

Por otro lado al comparar la inmunoreactividad basal de galectina-10 entre los grupos
de EREA y ATA no se encontrd diferencia significativa (0.045+£0.046 vs 0.027+0.039,

P > 0.05), lo que nos sefiala una expresion basal similar de galectina-10 en los lavados

nasales de ambos grupos.
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La figura 13 muestra los resultados de ELISA para galectina-10 correspondientes al

pos reto nasal en los diferentes grupos de estudio.

Determinacion de galectina-10 pos reto
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EREA pos A

Figura 13. Inmunoreactividad pos reto nasal con lisil-aspirina de galectina-10 en EREAy ATA

comparados con los controles sanos.

La inmunoreactividad de galectina-10 posterior al reto nasal entre el grupo de pacientes
con EREA y los sanos, resulté ser mas evidente (0.114 + 0.064 vs 0.044 £ 0.014,
p < 0.0001), que entre los EREA y los ATA (0.114 £ 0.064 vs 0.068 + 0.059,

p > 0.05).

La diferencia proteica de galectina-10 antes y después del reto nasal con lisil-aspirina

en cada uno de los grupos de estudio se muestra en la figura 14.
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Determinaciéon de galectina-10 pre y pos reto
nasal con lisil-aspirina
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Figura 14. Inmunoreactividad de galectina-10 pre y pos reto nasal en los tres grupos de estudio.

De acuerdo a la figura 14, la inmunoreactividad de galectina-10 se incrementa en los
tres grupos de estudio después del reto nasal con lisil-aspirina (EREA: pre 0.045
+ 0.046 vs pos 0.114 + 0.064, ATA: pre 0.027 + 0.039 vs pos 0.068 + 0.059 y sanos:
pre 0.015 = 0.010 vs pos 0.044 + 0.014), aunque el grupo de los sanos muestra valores

de galectina-10 muy por debajo a los encontrados en los ATA y a los EREA.

Como ya se habia mencionado, se observa que tanto en los EREA como en los ATA,
hay un incremento significativo de galectina-10 después del reto nasal, (EREA: pre
0.045 + 0.046 vs pos 0.114 + 0.064, P < 0.005 y ATA: pre 0.027 + 0.039 vs pos
0.068 = 0.059, P < 0.05) siendo mayor éste incremento en el grupo de los EREA. Lo
gue nos hace suponer que ésta proteina podria estar participando en el proceso

asmatico que cursan ambos grupos de estudio.
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Adicionalmente, se realiz6 un analisis estadistico comparando la inmunoreactividad de
galectina-10 entre el grupo de sanos y la suma de sujetos con ATAy EREA (“grupo
de asmaticos”). Nuestros resultados mostraron diferencia estadisticamente significativa
tanto en condiciones basales como pos reto (pre: 0.015 £ 0.010 vs 0.042 + 0.046,
p < 0.0005; pos: 0.046 £ 0.016 vs 0.097 + 0.086, p < 0.0001), lo que apoya nuestra
teoria de que galectina-10 esta directamente involucrada en el proceso asmatico
presente en nuestro grupo de estudio.

Al igual que en el analisis anterior la inmunoreactividad de galectina-10 se incremento
en los dos grupos después del reto nasal con lisil-aspirina (Sanos: pre 0.015 + 0.010 vs

pos 0.044 + 0.014, p < 0.0005; Asmaticos: pre 0.042 = 0.046 vs 0.097 = 0.086,
p <0.001).

Determinacion de galectina-10 en asmaticos

0.4- P < 0.0001
0.3~
o P =0.0003
ﬁ 0.2
0.1
=, = '

0.0

Sanos pre -
Sanos pos -
Asma pre - I-
Asma pos -

Figura 15. Inmunoreactividad de galectina-10 en el grupo de sujetos sanos y “Asmaticos” (EREA + ATA)

pre y pos reto nasal con lisil-aspirina.
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7.4 Resultados del Western blot

Esta técnica se empleo para determinar la posible presencia de galectina-10 en pélipos
nasales de pacientes con EREA y ATA, y compararlo con su contraparte, mucosa nasal
sana.

Como control positivo se utilizo un extracto proteico de eosindfilos (ver fig. 15).

kDa
25
20 Galectina-10
16 kDa
15
10

Ctrl + 1 2 3 4 5

Figura 15. Deteccién de galectina-10 por Western blot en pélipos y mucosa nasal. Carril 1 (C+), extracto
proteico de eosindfilos . Carril 3, mucosa nasal sana. Carril 1, pélipo nasal de ATA, Carril 2,4y 5, pélipo
nasal de EREA

Como se puede observar en la figura 15, el polipo nasal de los tres diferentes
pacientes con EREA probados, mostraron mayor contenido de galectina-10, en
comparacién con el pdlipo del asmatico tolerante a la aspirina. En cuanto al extracto
del tejido de la mucosa nasal sana no se observo presencia alguna de galectina-10.
Estos resultados nos sugieren que la presencia de galectina-10 en el tejido en estudio
puede ser un reflejo indicativo de un alto grado de infiltrado celular, eosindfilos, en el

tejido de los pacientes con proceso inflamatorio crénico.
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8. Discusién

Estudios recientes han demostrado que algunos miembros de la familia de las
galectinas participan activamente en procesos relacionados con la regulacion de la
respuesta inmune, actuando como mediadores de la inflamacion tanto aguda como
cronica. Por ejemplo se ha observado que la expresion de la mayoria de las galectinas
se modifica primordialmente en respuesta a agentes activadores, infecciosos e
inflamatorios (21). Existe informacion acerca de las propiedades funcionales de algunos
miembros de la familia de las galectinas en especial de la galectina-1 y la galectina-3 (8,
38, 39), pero sobre la galectina-10 existe muy poca informacion. En el afio de 1982,
Ackerma y cols., mencionaron la posible relacion de la galectina-10 en procesos
inflamatorios (40) pero no es, sino hasta afios recientes que se publicaron trabajos
donde directamente se encontré la expresion de galectina-10 en pacientes con rinitis
alérgica, enfermedad caracterizada por un marcado proceso de tipo inflamatorio (3, 4);
sin embargo en ninguno de estos estudios se le atribuyo alguna funcion biolégica clara,

lo que hace que siga siendo motivo de estudio.

La EREA es un padecimiento poco estudiado, la falta de conocimiento de ésta
enfermedad ha provocado que estos sujetos sean sub diagnosticados, lo que hace
relevante, lograr un diagnésico certero de los sujetos intolerantes a la aspirina, debido a
que la ingesta de ésta les puede provocar desde sintomas leves como congestion
nasal, rinorrea, urticaria hasta shock anafilactico, incluso la muerte. Para diagnosticar
correctamente esta enfermedad no solo bastan los signos y sintomas como son asma,
poliposis nasal, sinusitis hipereosinofilica hiperplasica e intolerancia a la aspirina (1); ya
gue algunos de estos sintomas también son presentados por ATA, por lo cual para
brindar un diagnéstico oportuno y certero es esencial la realizacién de un reto con el

agente desencadenante.

El reto nasal con lisil-aspirina realizado por parte del grupo clinico result6é un método
de diagnéstico eficaz y seguro, actualmente estd siendo usado para el diagndstico y

reclutamiento eficaz de pacientes con EREA en el laboratorio de Inmunoalergia y asma
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del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias, sin embargo a pesar de contar
con una una buena sensibilidad, 80% (34), es un método largo (4h), riesgoso e
incomodo para el paciente, por lo que sigue siendo trascendente encontrar algun
biomarcador para no sélo su diagnéstico sino tambiién para el prondstico de la
enfermedad.

Los datos demograficos que se muestran en la tabla 2 indican que la EREA es un
padecimiento que se presenta a partir de la tercera década de vida a diferencia del
asma que pude presentarse a edades tempranas. Este padecimiento se presenté en
sujetos de edad avanzada pero no en nifios o jévenes en nuestro grupo de estudio,
ademas se observo que afecta mas a las mujeres que a los hombres, caracteristicas

gue concuerdan con lo reportado en la literatura (1).

Nuestros resultados mostraron que los pacientes con EREA presentaron menor
expresion de galectina-10 en células mononucleares de sangre periférica (CMSP)
respecto a los sujetos sanos y a los ATA, en contraste con los resultados obtenidos por
Devouassoux Yy cols., (2) quienes reportaron una sobre expresion del gene de
galectina-10 en pacientes con EREA comparados con ATA. Nosotros suponemos que
existen varias razones por las cuales nuestros resultados mostraron ésta gran
diferencia. Para empezar nosotros analizamos la expresion de galectina-10 en la
poblacion de CMSP, mientras que Devasoux y cols., (2) lo hicieron en el ARN de
muestras de sangre completa. Por otro lado, es bien sabido que los diferentes
procedimientos de aislamiento del ARN, pueden mostrar diferentes patrones de
expresion génica (41), o mas aun también se ha visto que existe diferencia de
expresion en el grupo de las galectinas como consecuencia de la edad del grupo de
estudio (42).

Aun asi, de acuerdo a nuestros resultados podemos pensar que la galectina-10

probablemente esta involucrada en la evolucién de la EREA.

Como ya se ha mencionado la galectina-10 se encuentra en diversos tejidos, fluidos
corporales y en células involucradas en la respuesta alérgica e inflamatoria, como lo

son los eosindfilos y los basofilos (43). Ademas se ha observado que la galectina-10 se
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puede encontrar contenida en el tejido de los senos paranasales y en el tejido nasal
inflamado (33). Por lo que también fue de nuestro interés analizar por Wester blot, la
presencia de galectina-10 en pdlipos nasales de pacientes con EREA y con ATA, y
compararlo con el extracto tisular proteico de mucosa nasal sana. Interesantemente
hubo una marcada sobre-expresiéon de galectina-10 en el extracto polipoideo
proveniente de los EREA, con respecto a los ATA, y no se observo evidencia alguna de
la presencia de la proteina en estudio en el extracto proteico del tejido proveniente de
los voluntarios sanos. Estos resultados nos sugieren que galectina-10 participa en los
procesos inflamatorios de tipo crénico. Adicionalmente, cabe mencionar que las tincién
de hematoxilina-eosina de los polipos estudiados (resultados no se muestran)
evidenciaron un alto grado de eosindfilos, lo que en este caso nos sigiere una

correlacion directa con la presencia de la galectina-10.

Es importante mencionar, que se ha reportado que la galectina-10 o los Cristales de
Charcot Leyden (CLC) tienen actividad enzimatica de lisolecitin-acilhidrolasa
(fosfolipasa), la cual es una de las proteinas involucradas en las funciones inmunes de
los eosindfilos (33). Desafortunadamente se ha visto que ésta enzima tiene la habilidad
de dafar el epitelio respiratorio por lo que incrementa la permeabilidad vascular (44,
45), lo que nos explicé parcialmente el hallazgo de la proteina galectina-10 en los

lavados nasales estudiados.

El dafio del epitelio respiratorio asociado al incremento en la permeabilidad vascular,
nos sugirio la posible liberacién de galectina-10 en el lavado nasal asi como también
algunas otras moléculas de tipo inflamatorio (46). Por lo que fue de nuestro interés
estudiar los niveles de galectina-10 en loslavados nasales justo después de hacerles

un reto con el agente desencadenante de la enfermedad, la Lisil-aspirina.

En condiciones basales y después del reto con la lisil-aspirina, los resultados
evidenciaron concentraciones mayores de galectina-10 en los lavados nasales de los

pacientes con EREA, comparados con los ATA y los voluntarios sanos. Sin embargo es
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importante destacar que no se encontro diferencia significativa en la expresién proteica
entre los EREA y los ATA.

Estos resultados nos hacen suponer que esta proteina podria estar participando en el
proceso asmatico que presentan ambos grupos de estudio, lo cual se reafirmé con el
analisis adicional realizado entre el grupo de sujetos sanos y el grupo asmatico (EREA
+ ATA), ya que se encontrd diferencia significativa entre sanos y asmaticos tanto en

condiciones basales como pos reto nasal.

Relacionando los resultados obtenidos de la expresion de galectina-10 en CMSP y los
obtenidos en condiciones basales en los lavados nasales, se observa que no hay una
correlacion directa. Esta discrepancia se puede deber a que las CMSP solo nos
representa lo que ocurre a nivel sistémico, y los resultados obtenidos en el lavado
nasal, es el reflejo de lo que sucede a nivel local. Lo que nos hace pensar que puede
existir una gran cantidad de eosindfilos que son reclutados al lugar de inflamacion y
liberan esta proteina como consecuencia de su activacion, a pesar de que a la fecha
no se ha sostenido que la EREA sea un padecimiento que conlleve una respuesta de

tipo alérgico.

Adicionalmente de acuerdo a los resultados, podemos asumir que la galectina-10 se
encuentra involucrada directamente en los procesos asméticos de tipo inmflamatorio, ya
sean crénicos o agudos, dado a que dicha proteina se encuentra exacerbada tanto en
los pacientes ATA como en los EREA, aunque mas marcado en éstos ultimos, antes y

después del reto.

Todos los hallazgos mencionados en nuestro trabajo nos sugieren la posibilidad de que
galectina-10 pueda tener un papel muy importante en la exacerbacion de la respuesta
inflamatoria, y podria utilizarse como un posible marcador en el correcto diagnéstico
de la EREA. Sin embargo, se requieren mas estudios para determinar su funcién

biologica especifica.
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9. Conclusiones

Este es el primer estudio donde se reporta la liberacion de galectina-10 en pacientes
con EREA y con ATA en lavados nasales, por lo que de acuerdo con nuestros
resultados se sugiere la participacion de dicha proteina en la patogénesis y
exacerbacion de ésta enfermedad, sin embargo se requieren mas estudios para

determinar su funcién bioldgica especifica.

Por otro lado creemos que necesitamos realizar mas estudios para llegar a usar la

galectina-10 como un biomarcador diagostico y pronéstico de la EREA.

No se encontro correlacion directa entre la expresion génica en CMSP vy la

inmunoreactividad de galectina-10 en lavados nasales.
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11. Apéndice

PBS (Solucién amortiguadora de fosfatos)

Se pesaron 8g de cloruro de sodio (NaCl) (J.T. Baker), 0.2g de cloruro de potasio
(KCI) (J.T. Baker), 1.44g de fosfato monoacido de sodio (Na;,HPO,) (MERCK) y
0.24g de fosfato diacido de potasio (KH,PO,) (J.T. Baker) y se disolvieron en un

litro de agua desionizada. El pH se ajusté a 7.4.

H,O DEPC

Se adicion6 1mL de dietilpirocarbonato (DEPC) (Amresco) a un litro de agua
desionizada, se agité vigorosamente por 1 hora y se incub6 durante 12 horas a
37° C.

Etanol al 75% en H20 DEPC

Se adicionaron 25mL de H,O DEPC a 75mL de etanol absoluto (J.T. Baker) y se

mezclé.

Solucién de lisis

Se pesaron 2.42g de Tris (Sigma), 0.038g de EDTA (Sigma), 0.87g de cloruro de
sodio (NaCl) (J.T. Baker) y 0.21g de Fluoruro de sodio (NaF) (Sigma) y se
disolvieron en 100mL de agua desionizada. Se mezcld y el pH se ajusto a 7.5. Se

adicion6 1% de Triton X-100 ( ) al momento de usar el buffer de lisis.
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Solucién amortiguadora para electroforesis

Se pesaron 3.03g de Tris (Sigma), 14.4g de glicina (Sigma) y 1g de dodecil
sulfato de sodio (SDS) (Sigma) y se aforo a 1 litro con agua desionizada. El pH

se ajusté a 8.3.

Solucién amortiguadora para transferencia

Se pesaron 3.03g de Tris (Sigma), 14.4g de glicina (Sigma), se adicionaron
100mL de metanol (J.T. Baker) y se aforo a 1 litro con agua desionizada. El pH

se ajusto a 8.3.

Solucioén de lavado para Western blot

Se adiciono 1mL de Tween-20 (Sigma) a 1 litro de PBS y se mezclé.

Solucién bloqueadora para Western blot

Se pesaron 3g de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) y se disolvio en 100mL

de solucion de lavado, se agité y se filtré con filtros Millex de 0.45um (Millipore).

Solucion de lavado para ELISA

Se adicionaron 0.5mL de Tween-20 (Sigma) a 1 litro de PBS y se mezclo.

Solucién bloqueadora para ELISA

Se peso6 1g de albumina sérica bovina (BSA) (Sigma) y se disolvié en 100mL de

solucion de lavado, se agitd y se filtré con filtros Millex de 0.45um (Millipore).
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