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RESUMEN

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica de las vias aéreas que se manifiesta
mediante obstruccién reversible e inestabilidad de las vias aéreas debido a que las respuestas
celulares, como la liberaciéon de mediadores pro-inflamatorios, interleucinas etc. de las estructuras
gue la conforman se encuentran alteradas. Esta inestabilidad induce que las vias aéreas sean muy
reactivas (hiperreactivas) ante cualquier estimulo, tanto fisico como quimico. Un componente
central en el desarrollo de hiperreactividad es el musculo liso. Este presenta abundantes
estructuras membranales conocidas como caveolas que se caracterizan por que contienen la
proteina caveolina-1 (Cav-1).

Tanto las caveolas como la Cav-1 han sido ampliamente estudiadas debido a su gran
importancia en la contraccién muscular; no obstante, aln se ignora la relacidn entre la expresion
de Cav-1 con el desarrollo de hiperreactividad en las vias aéreas. Nuestro objetivo fue evaluar la
relacidon entre la expresion de Cav-1 con el proceso de contraccién e hiperreactividad de las vias
aéreas en un modelo de asma alérgica en el cobayo.

Se sensibilizaron al antigeno (ovoalbimina, OVA) cobayos machos de la cepa HsdPoc:DH vy
se retaron con el mismo antigeno cada 10 dias. En el tercer reto antigénico se evalud la
contraccion inducida por OVA y la reactividad a la histamina in vivo mediante pletismografia
barométrica. La expresidon de Cav-1 mediante citometria de flujo, reaccién en cadena de la
polimerasa en tiempo real “RT-PCR”, inmunohistoquimica y deteccién de proteinas especificas por
el sistema inmunoelectrotransferencia “Western blot”. Se incluydé un grupo control de cobayos a
los que se administré solucidn salina fisioldgica. En cada reto antigénico se evalué el cambio en el
indice de broncoobstruccion (iB) inducido por el antigeno y los valores basales de iB (obtenido
antes de los retos) mediante pletismografia barométrica.

Los cobayos del modelo de asma presentaron hiperreactividad a la histamina,
broncoobstruccién después de la administracién de OVA, incremento de los niveles basales de iB y
disminucién en la expresion del RNAm de Cav-1 en el pulmén. Mediante citometria de flujo en
miocitos traqueales aislados se observd un incremento de la expresion de Cav-1 que se asocié con
la magnitud de la hiperreactividad, niveles basales de B y de la obstruccién inducida por el reto
antigénico. Las imdgenes de inmunohistoquimica no mostraron cambios evidentes en la marca de
Cav-1 en el musculo liso de las vias aéreas, pero evidencié una disminucién en la expresion de la
proteina en el musculo liso vascular en los cobayos del modelo de asma. Esta disminucién de Cav-1
en el tejido vascular de los cobayos del modelo de asma se acompafié de un incremento en el
grosor del musculo liso vascular; sin embargo no se observaron cambios en la presion arterial
pulmonar ni de la presidn sistémica.




En conclusion, la expresién de Cav-1 en el musculo liso de la via aérea se relaciona con la
magnitud de la obstruccién e hiperreactividad en el modelo de asma alérgica en cobayo. Es
probable que la disminucién de Cav-1 en el musculo liso vascular en el modelo de asma genere un
fenotipo diferente al del musculo liso de la via aérea, probablemente de cardcter proliferativo mas
gue contractil.




ABSTRACT

Asthma is an airway chronic inflammatory disease manifested by reversible airway
obstruction and airway instability induced by altered structural and cellular responses. Airway
instability increases the reactivity (hyperresponsiveness) of airways to any stimulus, physical and
chemical. Airway smooth muscle has a central role in the development of hyperresponsiveness. A
main feature of smooth muscle is the presence of membrane structures known as caveolae.

Although caveolae and Cav-1, the most common protein in caveola, have crucial roles in
muscle contraction; it is unknown the relationship between Cav-1 expression and the
development of airway hyperresponsiveness. The aim of the current study was to evaluate the
role of Cav-1 expression in the development of airway obstruction and hyperresponsiveness in a
model of allergic asthma in guinea pig. Male guinea pigs (strain HsdPoc: DH) were sensitized and
challenged to antigen (ovalbumin, OVA) every 10 days. At the third antigen challenge, the
reactivity to histamine was determinate. Cav-1 expression was obtained by flow cytometry, real
time polymerase chain reaction "RT-PCR", immunohistochemistry and immunoblotting by western
blot. We included a control group of guinea pigs that received only saline in challenges. In each
antigen challenge, the maximum obstructive response and the baseline value (obtained before
challenge) were measured by barometric plethysmography.

The antigen challenge induced hyperresponsiveness to histamine, airway obstruction and
low expression of Cav-1 mRNA in lung. In contrast, an increment of Cav-1 expression was observed
in isolated tracheal myocytes that was associated to airway hyperresponsiveness degree and
antigen-induced airway obstruction magnitude. Immunohistochemical images did not show
changes in Cav-1 expression in airway smooth muscle from controls and antigen challenged guinea
pigs; nevertheless, a reduction of Cavl expression was detected in vascular smooth muscle from
antigen challenged guinea pigs in comparison with controls. In addition, the vascular mass from
antigen challenged guinea pigs was thicker than controls. Finally, the pulmonary arterial and
systemic pressures from antigen challenged and control guinea pigs were not different.

In conclusion, the data suggest that Cav-1 expression in airway smooth muscle has a
crucial role in the process of airway hyperresponsiveness in asthma model in guinea pig. It is likely
that vascular smooth muscle is downregulated in this asthma model inducing a different
phenotype in comparison with airway smooth muscle, probably more than contractile, as the
airway smooth muscle, a proliferative profile.




ABREVIATURAS

MLVA Musculo liso de las vias aéreas
HVA Hiperreactividad de las vias aéreas
Ca** lon Calcio

IP; Inositol 1, 4, 5-trifosfato

CaM Calmodulina

Cav-1 Caveolina-1

OVA Ovoalbumina

SSF Solucidn salina fisioldgica

iB indice de broncoobstruccién
PD,g Dosis provocativa 200

GAPDH Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
PAS Presidn arterial sistémica

PAP Presion arterial pulmonar




INTRODUCCION

Vias aéreas

El pulmén interactia con el medio ambiente a través de miles de litros de aire inhalado
diariamente. El aire transporta particulas, microorganismos patdgenos, agentes toxicos vy
alérgenos que son llevados por una serie de conductos hasta lo mas profundo del sistema

respiratorio (Downs et al, 2007; Trompette et al, 2009).

El sistema respiratorio en mamiferos se compone de nariz, faringe, laringe, traquea,
bronquios, bronquiolos y alvéolos, y todas estas estructuras son conocidas como vias aéreas, que
son los sitios de conduccion de aire, salvo los alvéolos que son la zona de intercambio gaseoso
para el proceso de la respiracidn. Las vias aéreas se ponen a prueba en presencia de agentes
nocivos del medio ambiente, porque parte de su funcion es evitar que se afecte el sistema
respiratorio, permitiendo simultaneamente un intercambio gaseoso eficiente (Burri, 2011; Downs
et al, 2007). No obstante, la proteccidén de las vias aéreas es conferida por células especializadas
denominadas células del sistema inmune, las cuales pueden ser del sistema inmune innato o
adaptativo. La alteracidn en cualquier nivel celular o estructural causada por el medio ambiente o
bien por algin componente genético, puede generar un desorden fisiopatoldgico en las vias

aéreas, donde el mas comun es el asma.

Asma

El asma es una de las enfermedades crdnicas tratables mas comunes a nivel mundial que,
debido a su naturaleza crénica, representa una significativa carga econdmica para el paciente
(GINA, 2012). Los sintomas comunes del asma incluyen opresién en el pecho, respiracion sibilante
y tos, que son reversibles de manera espontdnea o con el tratamiento adecuado. El tratamiento
es generalmente inhalar corticosteroides o bien administrar broncodilatadores como agonistas B-
adrenérgicos. Pero inhalar corticosteroides puede causar efectos pleiotrdopicos a largo plazo,
mientras que los broncodilatadores actian de manera efimera, es decir, ambos tratamientos son

insuficientes para resolver el problema por completo (EPR-3, 2007; Xu et al, 2012).




La obstruccidén episédica de las vias aéreas es debido principalmente al aumento en la
secrecion de moco, al engrosamiento de las vias aéreas por la inflamacién (remodelacién) y a la
contraccion del musculo liso de la via aérea (MLVA) (Vargas, 2009), ya que las respuestas celulares
de las estructuras que la conforman se encuentran alteradas por la inflamacién crénica. Esta
inflamacidn es principalmente de cardcter eosinofilico, aunque también participan diversos tipos
de células y elementos como los linfocitos Th2, células cebadas, citocinas, interleucinas vy
neutréfilos. Todos estos componentes se ven sobreexpresados o alterados a causa de una
respuesta inmune aberrante (Brown et al, 2012). Las afectaciones resultantes como fibrosis y
dafios celulares, se observan principalmente en células endoteliales, fibroblastos y, por supuesto,
células del musculo liso (Vargas, 2009), siendo estas estructuras también origen de la secrecion de

mediadores inflamatorios en el asma (KAACI, 2007).

Los mecanismos precisos en el desarrollo del asma son aun poco elucidados debido a
diversos factores como la heterogeneidad de la enfermedad, el tipo alérgica (extrinseca) o no
alérgica (intrinseca), y a las diferencias notables entre el asma de adultos y de nifios; no obstante,
el principal componente en la fisiopatologia del asma, en cualquier variante de la enfermedad y
bajo cualquier clasificacion en su intensidad (moderada o grave), es la hiperreactividad en las vias

aéreas (HVA) (Cockcroft y Davis, 2006; O'Byrne, 2003; Xu et al, 2012).

Caracteristicas de la HVA

La HVA es esencialmente un desequilibrio en las vias aéreas que se refleja en una
reduccion facil y rapida de la luz de la via ante cualquier estimulo tanto fisico como quimico
(Annaig et al, 2011; Buc et al, 2009; Cockcroft y Davis, 2006; Wang et al, 2012). No solo el asma
presenta este fendmeno, otras enfermedades también son desencadenantes de HVA, como es el
caso de las enfermedades pulmonares obstructivas crdnicas, rinitis, o incluso un refriado comun,
donde la HVA es a veces transitoria (Kim y Rubin, 2007), pero no existe ningun tipo de asma sin el

componente de HVA.

Aunque la HVA es la caracteristica fisiopatolégica mas importante del asma, aun se ignora
el mecanismo preciso involucrado en su desarrollo (O'Byrne, 2003; Ray y Cohn, 1999; Yin et al,

2008). Una estructura central en el desarrollo de la inestabilidad en las vias aéreas es el MLVA.




Existen teorias que sustentan el origen de la HVA en tres rubros (Annaig et al, 2011; Black y Roth,
2009; Dekkers et al, 2009; Zuyderduyn et al, 2008). El primero, por una liberacién mas prolongada
de los mediadores contractiles del MLVA; el segundo, por una disminucién de la secrecion en los
mediadores de relajacién para esta misma estructura; y tercero, un aumento en la excitabilidad
para la contraccién conjugado con la alteracidon en el acoplamiento del mecanismo contractil

(Annaig et al, 2011).

Caracteristicas del MLVA

De forma natural el MLVA funge como soporte para estructuras no cartilaginosas, ademas
previene de la entrada e inhalacion de agentes tdxicos para el organismo mediante su contraccién,

ya que estd presente en todos los niveles del arbol traqueobronquial (Vargas, 2009).

La contraccion del MLVA es un proceso muy parecido al de sus homdlogos, el musculo
cardiaco, el musculo estriado e incluso el musculo liso vascular; esto es porque el Calcio (Ca®™)
necesario para llevar a cabo el proceso de contraccién proviene mayoritariamente de los
reservorios intracelulares, principalmente del reticulo sarcopldsmico (Thirstrup, 2000). Con un
incremento agudo y rapido en la concentracién de Ca®* (de 100-200 nM a 800-1000 nM), se puede
activar el citoesqueleto para que se lleve a cabo la contraccién del musculo. El incremento de Ca®*
se da mediante la activacién de un receptor acoplado a una proteina G, y ésta intercambia GDP
por GTP, lo que activa a la subunidad alfa que a su vez activa a la fosfolipasa C-B, la cual hidroliza
fosfolipidos generando dos segundo mensajeros, diacilglicerol e inositol trifosfato (IPs). El IP; viaja
hasta su receptor ubicado en el reticulo sarcoplasmico, promoviendo la liberacién de Ca** al medio
intracelular. El aumento en la concentracidn intracelular del ion genera un cambio en el voltaje
celular, permitiendo la apertura de otros canales de Ca** como los canales operados por almacén,

canales operados por receptor y canales operados por voltaje (Berridge, 1993; Hall, 2000; Nuttle y

Farley, 1996; Pelaia et al, 2008).

El incremento masivo de la concentracién de Ca® en el citoplasma estimula la unién del

2+ . , . 3 ey .z 2+
Ca”" con la calmodulina (CaM), proteina citosdlica con cuatro sitios de unién a Ca”’, formando el
complejo CaM-Ca*" cuya funcidn es activar a la cinasa de la cadena ligera de la miosina, que

fosforila especificamente al residuo serina-19 ubicado en la miosina. La fosforilacion de la miosina




promueve los movimientos de las cabezas de miosina a lo largo de los filamentos de actina,
proceso que en resumen denominamos, contraccién. El proceso culmina mediante la accién de la
fosfatasa de la cadena ligera de la miosina, que remueve la fosforilaciéon induciendo relajacion. Al
mismo tiempo la ATPasa de Ca** del reticulo sarcopldsmico restaura las concentraciones basales
de Ca** dentro del citoplasma regresandolo al reticulo sarcoplasmico (Berridge, 1993; Hall, 2000;

Nuttle y Farley, 1996; Pelaia et al, 2008).

Cuando el MLVA presenta un desequilibrio en el mecanismo de contraccién-relajacion en
el asma, esta estructura representa mds que una proteccién funcional, una poderosa causa de
obstruccion exacerbada. Porque se modifican mecanismos que interfieren con el manejo del ion
Ca®*. En conjunto estos mecanismos son denominados sensibilizacién a Ca** porque con un ligero
aumento intracelular del ion, y aun inclusive siendo retirado del medio citosélico, la contraccién

se mantiene (Pelaia et al, 2008; Somlyo, 1994, 2003).

Como resultado de la sensibilizacién al Ca*, la magquinaria contractil reduce drasticamente
el calibre de la via aérea ante cualquier estimulo generado por la activacién de receptores de
membrana, de vias neuronales o de liberaciéon de agonistas provenientes de células inflamatorias
(Somlyo, 2003). Los mecanismos de sensibilizacién a Ca®* se atribuyen a la via de cinasas RhoA/Rho
y al sistema efector PKC/CPI-17, moléculas relacionadas estrechamente con una proteina
importante en el proceso de contraccion del MLVA, la caveolina-1 (Cav-1). Notablemente el MLVA
es abundante en Cav-1, una proteina estructural de la subclase de balsas lipidicas de la membrana

plasmatica conocidas como caveolas (Peters, 1985).

Caveolas

Las caveolas son oligdmeros de Cav-1 que se adhieren a la superficie interna de la
membrana plasmatica generando una invaginacion de 50 a 100 nm de didmetro en forma omega
(Q) y que participan en diferentes vias de sefalizacién (Hunter y Nixon, 2006; Taggart et al, 2000).
De esta forma, las caveolas forman plataformas que hacen eficiente la sefializacién para diversas

, o .z 2+ .z
vias, como la movilizacién de Ca”", muy probablemente uniéndose con otras caveolas de acuerdo

con la funcién que desempeiien (Simons y Toomre, 2000).
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Las caveolas son estructuras primordiales en la modulacién de la sefalizacién celular
(Bergdahl, 2004; Gosens et al, 2008; Halayko et al, 2008), incluyendo la movilizacién de Ca®
intracelular durante la contraccidén (Darby, 2000; Gosens et al, 2007). La presencia de canales de
Ca’* tipo L, canales de Ca** operados por almacén, la bomba de Ca*" de la membrana plasmatica,
receptores para agonistas (como los muscarinicos M3, los de bradicinina, y los de histamina H1),
asi como de proteinas que unen Ca®* (como calsecuestrina y calreticulina), en las membranas
enriquecidas con caveolas apoyan la participacién de estas estructuras durante la contraccién
(Darby et al, 2000; Prakash et al, 2007). También se ha reportado que la contraccién inducida por
la sefializacion de los receptores muscarinicos M2 (y también M3), requiere el funcionamiento
integro de las caveolas (Schlenz et al, 2010). Sharma y colaboradores (2010) observaron una
disminucion en la liberacién de Ca** intracelular cuando se inducia la desorganizacién del arreglo
en la caveola. Por Ultimo, también se ha realizado la interrupcidn transitoria de la regulacién
caveolar por medio del propofol, fdirmaco anestésico que por su naturaleza lipidica induce

desorganizacién caveolar, produciendo de esta forma broncodilatacidn (Grim et al, 2012).

Cav-1

La sintesis de Cav-1 se lleva a cabo en el reticulo sarcoplasmico donde se ensamblan
homo-oligdmeros estables (entre 14 y 16 unidades de Cav-1), dirigidos a la membrana para formar
caveolas (Monier, 1995). Ademds de Cav-1, existen otros dos tipos de caveolina, la 2 y la 3. La tipo
3 se encuentra mayoritariamente en musculo esquelético y la tipo 2 necesita unirse a alguna de
los otros dos tipos para poder anclarse a la membrana, razén por la que algunas caveolas son

hetero-oligdmeros (Gosens et al, 2008; Scherer et al, 1996; Mora, 1999; Parolini et al, 1999).

Estructuralmente la Cav-1 presenta un dominio de oligomerizacién, un dominio de unidn
para proteinas de andamiaje (CSD domain, por su siglas en inglés) y por supuesto los sitios de

anclaje a la membrana palmitoilados (Fig.1).
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Figura 1. Esquema donde se muestran las palmitoilaciones responsables de la union de Cav-1 ala
membrana, asi como la ubicacion de los distintos dominios que la proteina presenta (Modificado de Pelaia
et al, 2008).

Es debido a los dominios de unién a distintas proteinas que Cav-1 es tan eficiente en la
organizacion de vias de sefalizacidn y regulacién de homeostasis celular. No obstante, también
puede verse alterada su funcidon cuando el sistema estd en desequilibrio; por ejemplo, en
presencia de la citocina TNF-a, Cav-1 induce la activacion de RhoA (Hunter y Nixon, 2006) que
promueve un aumento en la fuerza de respuesta hacia agonistas contractiles como acetilcolina,
bradicinina e histamina (Sathish et al, 2011). Asimismo, se ha visto que el reclutamiento a la
membrana plasmatica de componentes de la sensibilizacién a Ca®* como RhoA y PKCa durante la
contraccion, es dependiente de Cav-1 (Hunter y Nixon, 2006; Taggart et al, 2000). Por estas
evidencias sabemos que las caveolas y, su proteina estructural Cav-1, facilitan la movilizacién de

Ca”" intracelular llevando a la contraccién del MLVA (Gosens et al, 2007).

Finalmente, en el MLVA, la Cav-1 suprime la proliferacién de los miocitos y se expresa
principalmente en miocitos maduros que se caracterizan por ser contractiles (Gosens et al, 2006).
En este sentido, Cav-1 inhibe la actividad constitutiva de p42/p44 MAPK para mantener la
quiescencia celular; es decir, genera un fenotipo no proliferativo (Gosens et al, 2006), mientras da
prioridad a la funcién contractil. Por tanto, las caveolas son un indicio de un fenotipo maduro, no

proliferativo y contractil en el MLVA (Halayko et al, 2008).
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JUSTIFICACION

Se ha descrito en un modelo de asma que la expresién de Cav-1 en el pulmdn de ratones
se encuentra disminuida (Le Saux et al, 2008), observacion confirmada por Chen y colaboradores
en 2011 quienes reportaron de igual forma en modelo de asma, una significativa disminucién en la
expresion de RNAm de Cav-1 en el tejido pulmonar. Por otro lado, para llevar a cabo una eficiente
contraccion en el MLVA, cuya estructura es central en el desarrollo de HVA por su capacidad para
reducir drasticamente el calibre de las vias aéreas, es necesaria la funcién intacta de Cav-1 que
tiene un importante papel en la regulacion de la contraccidon y homeostasis del MLVA (Bergdahl,
2004; Darby, 2000; Gosens et al, 2006, 2007, 2008, 2011; Halayko et al, 2008; Hunter y Nixon,
2006; Le Saux et al, 2008; Prakash et al, 2007; Taggart et al, 2000) . Por lo que una baja expresién
del transcrito de esta proteina resulta incongruente debido a la crucial importancia de Cav-1 en el
proceso de contraccion del MLVA y por ende en la HVA. Ante lo contradictorio de estas
observaciones en relacién con la funcidn de la Cav-1, consideramos importante evaluar si la
disminucién de la expresidon de Cav-1 en el pulmdn, incluye una estructura importante en el
desarrollo de la HVA como es el MLVA, puesto que en ningln otro estudio se ha relacionado a Cav-

1 con la HVA.

HIPOTESIS

La expresion de Cav-1 en el MLVA correlaciona con la magnitud de la HVA.

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la relacion entre la expresién de Cav-1 en el MLVA con el grado de HVA en un

modelo de asma alérgica en el cobayo.
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OBJETIVOS PARTICULARES

1. Evaluar la relacidn entre la reactividad de las vias aéreas a la histamina con la expresion

de Cav-1 en el MLVA en un modelo de asma alérgica en el cobayo.

2. Evaluar si la magnitud de las respuestas obstructivas al reto antigénico se relaciona con

la expresidn de Cav-1 en un modelo de asma alérgica en el cobayo.

MATERIAL Y METODOS

Animales

Se utilizaron cobayos machos sanos de la raza HsdPoc: DH con pesos aproximados de 350
a 450 g, mantenidos en condiciones convencionales de humedad, temperatura y alimentacion del

bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Procedimiento de sensibilizacion

Dia 1: Los cobayos fueron sensibilizados por via parenteral con 1 ml de una solucién 0.3
mg/ml ovoalbimina (OVA, Sigma) y 30 mg/ml de hidréxido de aluminio (J.T. Baker) como

adyuvante. Utilizamos como vehiculo solucidn salina fisiologica (SSF).

A los cobayos controles se les administré una inyeccién con el mismo volumen pero de SSF (Fig. 2).
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Figura 2. Esquema de sensibilizacién y administracidn de retos antigénicos.

Pletismografia

Dia 8: Se reforzé la inmunizacién utilizando aerosoles de OVA (3 mg/ml SSF). Los aerosoles
se administraran durante 5 min y se produjeron con un nebulizador US-Bennet (didmetro de

particula de 7-9 um, flujo de 2 ml/min).

Dia 15: Los cobayos sensibilizados con la OVA se colocaron en un pletismégrafo
barométrico (BuxcoElectronics) donde se determinaron los valores basales del indice de
broncoobstruccién (iB). Durante el registro pletismografico se administrd un flujo constante de
aire (10 ml/s). La sefial de la camara se procesé con un programa de computadora

(BuxcoBiosystem XA v1.1). El iB se obtuvo con la siguiente fdrmula (Hamelmann et al, 1997):

iB = ((Te-Rt)/Rt) (PEP/PIP)

Donde:
Te= tiempo total de espiracion (s) PEP= magnitud del pico de presion espiratoria (cmH,0)
Rt=tiempo total de relajacién (s) PIP= magnitud del pico de presidn inspiratoria (cmH,0)
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Posteriormente se retd al cobayo con el alérgeno (OVA) durante 1 min (1 mg OVA/ml SSF; Bazan-

Perkins et al, 2009) y se registré el iB durante 1 hora (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de los cambios de presién dentro de la cdmara durante la inspiracion y la espiracion en
un ciclo respiratorio obtenido mediante pletismografia barométrica en un cobayo 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
disminuya al 36% durante la espiracion. El PFE y el PFl se obtienen midiendo la presidon positiva y negativa

maximas registradas en un ciclo respiratorio. Modificado de Hamelmann et al, 1997.

Se siguid un protocolo similar al del dia 15 cada diez dias hasta el dia 65 pero la dosis de
OVA fue de 0.5 mg/ml debido a que es la dosis ideal para no generar a los animales un shock

anafilactico. Los cobayos controles recibieron SSF durante los retos.

Reactividad de las vias aéreas

La histamina es un autacoide que funciona como agonista contractil en el MLVA, util para
inducir obstruccidn en las vias aéreas (Barnes, 1998). La reactividad de las vias aéreas fue evaluada
comparando las curvas dosis respuesta a la histamina antes y después de la ultima administracién

de OVA.
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Para el modelo agudo el protocolo se realizé hasta el tercer reto con OVA (dia 35),
mientras que para el modelo crénico el procedimiento continud hasta el sexto reto (dia 65).
Inicialmente se obtuvo el (B basal y posteriormente se nebulizaron dosis no acumulativas de
histamina (desde 0.01 hasta 0.32 mg/ml; Sigma) durante 1 min. Para cada dosis se registré el (B
durante 5 min 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 triplicé el valor basal del (B (Dosis provocativa 200 o PD,y). Después se
esperd a que la broncoobstruccién disminuyera a un B aproximado al 50% del valor basal (Bazén-
Perkins et al, 2004), y se ret6 con aerosoles de OVA (0.5 mg/ ml SSF, 1 min). La segunda curva de
histamina se realizé tres horas después de la administracion de OVA siguiendo el mismo protocolo
de la primera curva. Veinticuatro horas después de terminada la segunda curva de histamina, a los
cobayos se les aplicd eutanasia mediante una sobredosis con pentobarbital sédico. Una vez que
los cobayos presentaron paro cardiorrespiratorio, se les realizé una incisidn en el cuello y térax

para disecar la traquea y extraer el tejido pulmonar caudal izquierdo.

Reaccion en cadena de la polimerasa

Los niveles relativos de expresidn de Cav-1 fueron medidos en el tejido pulmonar
macerado, por una reaccion en cadena de la polimerasa (RT-PCR) semicuantitativa, las dos
secuencias de los cebadores fueron obtenidas por Gibco (Gaithersburg, MD). Para Cav-1 los
cebadores en direccién sentido fueron 5-ATG-TCTGGG-GGT-AAA-TAC-GT-3 y los de antisentido
fueron: 5-CCT-TCT-GGT-TCC-GCA-ATC-AC-3, que amplificaron un fragmento de 230 pares de bases,
de la base 1 a la 230. Para evaluar o reducir los efectos inespecificos del tratamiento experimental
y semicuantificar la expresiéon de Cav-1, se amplificé un fragmento de gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (GAPDH). La reaccidn se llevé a cabo utilizando 2.5 pg de RNA total a partir de
tejido pulmonar. Antes de la reaccion, el RNA total se calentd a 65°C durante 10min. La reaccion se
realizé a 37°C durante 60 min en un volumen total de 20 pl utilizando 200 umol/ul de la enzima
transcriptasa reversa (Gibco), 100 pmol de hexameros aleatorios (Gibco) 0.5 mM de cada dNTP

(Sigma) y un buffer RT (75 mM KCI, 50 mM Tris-HCI, 3 mM MgCl,, 10 mM DTT, pH 8.3).
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Las muestras se calentaron a 95 °C durante 5 min para inactivar la transcriptasa reversa y
se diluyd en 40 ul de agua con pureza de grado PCR. Una décima parte de las muestras
individuales de cada grupo se utilizé para cada amplificacion de GAPDH en 20ul (volumen final)
con tampodn 1X que contienen: Solucién Tampdn de PCR (10 mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl,, 50 mM
KCl, pH8.3 en agua destilada), 0.1 mM de cada dNTP, 0.2 Ci de [32P]-dCTP (3000 Ci / mmol, 9.25
MBg, 250 Ci), 10 uM de cada cebador, y una unidad de la DNA polimerasa Taq (Gibco). Las
muestras se cubrieron con 30 pl de aceite mineral y los ciclos de PCR se realizaron en un
termociclador (MJ Research), con el siguiente perfil: Desnaturalizacién 1 min a 94°C y alineaciéon 1
min a 55°C. Finalmente una extensién de 5 min a 72°C. El gen de control se coamplificd

simultdneamente en cada reaccion.

Disgregacién celular

A la trdquea se le elimind la fascia superficial para seccionarla dorsalmente a lo largo de su
eje. Con la ayuda de un microscopio estereoscdpico 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 solucién Hank’s (Gibco) adicionada con 2 mg de cisteina y 0.05 U/ml de papaina
(enzimas proteoliticas) durante 10 min a 37°C. Posteriormente, el tejido fue lavado con solucidon de
Leibovitz (Gibco) para remover el exceso de enzima y después se colocd en solucidn de Krebs
(composicion: 118 mM NaCl, 25 mM NaHCO;, 4.6 mM KCl, 1.2 mM KH,PQO,, 1.2 mM MgS0O, y 11
mM de glucosa, todos de Sigma) que contenia 100 ul de Liberasa (Roche). En solucién fresca se
llevo a cabo una segunda incubacion durante 10 min a 37°C hasta que las células se disgregaron.
Se corroboré la disgregacion mediante la obtencion de alicuotas que se observaron en un
microscopio (Olympus, modelo CH30LF100). Una vez disgregadas las células, toda actividad
enzimatica fue inhibida completamente adicionando solucion de Leibovitz (Gibco). Las células
fueron concentradas mediante dos centrifugaciones a 600 rpm durante 5 min, separadas por un

lavado con solucién Leibovitz (Gibco).
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Citometria de flujo

Las células de musculo liso disgregadas (1 X 10°) se incubaron por cuatro horas a 37°C en
“bafio maria” en 1 ml de RPMI (Gibco) y 4 ul de brefeldina A (Sigma), para detener el trafico de
proteinas intracelular. Se adicionaron ademas, 10 ul de forbol 12-miristato, 13-acetato y 5 pul de
ionomicina (Sigma) que aumentan la permeabilidad a Ca®* en las células de los grupos
experimentales. Se aumentd la permeabilidad de la membrana celular de todas las células
mediante la incubacion con 1.5 ml de saponina (Sigma), 0.1%, albimina sérica de bovino (Sigma)
,L10%, HEPES 0.01 M (Sigma) y 100 pg/ul de IgG de cerdo disuelto en 100 ml de PBS durante 10 min
agitando suavemente a temperatura ambiente. Después se incubaron las células con 1 ul de
anticuerpo primario contra la Cav-1 (BD Biosciencies Pharmingen) durante 30 min a temperatura
ambiente en oscuridad. Una vez terminada la incubacion, las células se lavaron con 1.5 ml de
solucidn saponina, y 0.1%, HEPES 0.1 M disuelto en 300 ml de PBS. Posteriormente, las células se
incubaron durante 30 min con 1 pl de anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a FITC (BD
Biosciences Pharmingen), en las condiciones ya mencionadas. Se lavaron de nuevo con 1.5 ml de
solucidn de saponina 0.1%, HEPES 0.1 M disuelto en 300 ml de PBS. Por ultimo, se fijaron con
formaldehido al 1% y se analizaron en el citdmetro de flujo (Becton & Dickinson, modelo

FACScalibur).

Inmunohistoquimica

Se tomaron muestras de pulmén caudal izquierdo (estructura elegida de manera
arbitraria) para fijarse en formaldehido al 10% y posteriormente se incluyeron fragmentos
sagitales en parafina para analizarlas posteriormente. Secciones de 3 um se desparafinaron a 55°C

por 30 min y se incubaron con la tincién tricrémica de Masson.

Para la inmunohistoquimica el tejido se rehidraté mediante lavados con xileno alcohol
etilico (Mallinckrodt chemicals), etanol 96%, etanol 70%, etanol 50%, etanol 25% vy finalmente con
agua destilada (cada paso por 10 min). Una vez hidratado el tejido se realiz6 un lavado de las
laminillas en una jarra coplin con TBST (composicién: 100 ml de NaCl 3 M, 50 ml de TRIS 1 M, 1ml

de Tween 20 aforado a 1 litro de agua desionizada). La recuperacidn antigénica se hizo con una
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solucién amortiguadora de citratos 10 mM a pH6, las laminillas se sumergieron y calentaron en
esta solucién por 5 min en un horno de microondas convencional. Cuando éstas se enfriaron
realizamos el bloqueo de peroxidasa enddégena mediante el tratamiento con perdxido de
hidrégeno (H,0,) al 3%. Posteriormente se lavaron con TBST por 5 min, y se incubaron con el suero
de caballo al 2% (Vector) durante 30 min, bloqueando asi los sitios de reaccidn inespecifica. Para
las muestras experimentales se quitd el suero bloqueador de caballo mediante lavados con agua
desionizada y se adiciond el anticuerpo primario anti-Cav-1 (BD Biosciencies Pharmingen) con la
dilucion 1:200 por 12 horas. Para detectar la unién del anticuerpo primario se utilizé el Kit
Universal R.T.U. Vectastain (Vector laboratorios), los tejidos fueron incubados con el anticuerpo

secundario biotinilado y un complejo peroxidasa/streptoavidina por 30 min.

Las laminillas se lavaron con TBST dos veces por 5 minutos entre cada proceso.
Finalmente, la inmunodeteccidon se revelé mediante el cromdgeno 3,3"-diaminobenzidina DAB

(BioRad).

Western Blot

Después de disecar el MLVA se sometid a ultrasonido por 3 min a 4 megahertz evitando el
calentamiento de la muestra, en una solucién de lisis celular (BioRad). Se realizé una cuantificacién
proteica mediante los reactivos del Kit BC BioRad assay y 30 ug de proteina fueron aplicados en un
gel de poliacrilamida SDS al 10%. Posteriormente las proteinas fueron transferidas a una
membrana de polifluoruro de vinilideno (BioRad). El bloqueo de sitios inespecificos fue hecho
mediante la incubacion de las membranas con albumina sérica bovina 3% con TBS-Tween (0.1 M
Tris-Base, 0.5 M de NaCl y 1% de Tween 20), durante 4 h a temperatura ambiente. Se lavaron las
membranas con TBS-Tween 1% para incubar el anticuerpo primario monoclonal anti-Cav-1 (BD
Biosciencies Pharmingen) con la dilucion 1:1000, durante 12 h. Las membranas fueron
nuevamente lavadas con TBS-Tween 1% e incubadas con el anticuerpo secundario anti-lgG de
ratdn conjugado con peroxidasa de rdbano (MP Biomedicals) por 1 h a temperatura ambiente.
Como control de “carga” fue utilizado un anticuerpo primario monoclonal contra GADPH (Novex).
Finalmente se lavd la membrana para proceder con el revelado por quimioluminiscencia. Primero

fue adicionando el sustrato de la peroxidasa (20X LumiGLO® Reagent y 20X Peroxide; Cell
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Signaling) y posteriormente las membranas fueron expuestas a una placa Amersham Hyperfilm

(GE Healthcare).

Hemodinamia

Los animales se prepararon con 12 h de ayuno para sélidos y 4 h para liquidos. Todos los
cobayos fueron sometidos a anestesia general con isofluorano (Sofloran, SA de CV). Para la
induccion, los animales se colocaron en una caja que estaba conectada al vaporizador (Isotec 3
Ohmeda) el cual suministré el gas, que fue administrado hasta que los animales alcanzaron el
plano quirdrgico. Después se conectaron a un monitor de signos vitales (Datascope Passport) para
el registro de su electrocardiograma, posteriormente se realizd una incisidn en la linea media del
cuello hasta llegar a la traquea, la cual fue disecada en toda su circunferencia y referida con una
sutura de seda de 2-0 (Silk, Ethicon). Inmediatamente se realizé una incisidn horizontal a nivel del
quinto anillo traqueal y se introdujo una cdnula orotraqueal sin globo del numero 3, la cual fue
fijada con la seda al tejido traqueal, conectada a un ventilador de volumen (Harvard, Rodent
Modelo Ventilator 683) y al vaporizador. Todos los animales fueron ventilados con 5 ml de aire

por Kg de peso y la anestesia se mantuvo con isofluorano al 1.5%.

Colocacion de catéteres

Una vez que el animal se encontraba conectado al ventilador, a través de la misma incision

realizada en el cuello, se disecd la arteria carétida derecha y se le introdujo un catéter de 3 Fr
(Arrow) umbilical, éste se conectd al monitor de signos vitales para el registro de la presion
sistémica. Presion arterial sistélicay presion arterial diastélica que en promedio, dieron el valor de

la presion arterial sistémica (PAS).

Para el registro de las presiones de la arteria pulmonar (PAP) se llevd a cabo una
esternotomia media, para lo cual se colocd un blefaréstato para exponer ambos hemitdrax,

posteriormente se disecé toda la circunferencia del tronco de la arteria pulmonar y se le colocd
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una sutura de referencia. Inmediatamente después se puso una jareta en el ventriculo derecho y
en medio de ésta mediante puncidn, se insertd otro catéter umbilical que fue conectado al
monitor de signos vitales y se registrd la presion de la arteria pulmonar. Presion arterial pulmonar

sistolicay presidn arterial pulmonar diastélica que en promedio, dan como resultado la PAP.
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RESULTADOS

Broncoobstruccion inducida por el alérgeno en el modelo de asma alérgica

El reto con OVA en los cobayos sensibilizados (Fig. 4A) indujo un incremento transitorio y
significativo del iB (P<0.01) y la respuesta maxima del iB no fue diferente en los siguientes retos

(Fig. 4B). En los animales controles la administracién de SSF no indujo cambios en el iB.
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Figura 4. Broncoobstruccion inducida por reto antigénico en cobayos sensibilizados. A) Registro
representativo de la respuesta al reto con OVA en los cobayos sensibilizados (cuadros blancos) y en los
controles (cuadros negros). B) Respuesta iB maxima promedio (Rmax) inducida por los retos con OVA en
cobayos sensibilizados (cuadros blancos) y SSF en los controles (cuadros negros). Las lineas que salen de
los cuadros representan el promedio * error estandar, n= 12 y 8 modelo de asma y control

respectivamente. ¥*P<0.01, ANOVA de dos vias y prueba Post-Hoc de Bonferroni.
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Reactividad de las vias aéreas

La PD,q, es decir, aquella dosis que hizo triplicar el valor basal del iB, fue diferente para el
grupo control y en comparacion al del grupo sometido al modelo de asma. La relacién PD,y antes
y después del reto, que representa el grado de reactividad de las vias aéreas, mostrd un PD,g
post-reto menor al PD,y basal, por lo que el grado de reactividad fue mayor (HVA) y
significativamente diferente (p<0.05) a la del grupo control (Fig. 5). La relacién para este ultimo
grupo no fue diferente, obtuvo un valor cercano a 1 (Fig. 5); es decir, los animales no

sensibilizados no presentaron HVA.

1.5+

PD20o post-reto/PD20o basal

Control Modelo de asma

Figura 5. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en un modelo de asma alérgica (dia 35) en el
cobayo. *P<0.05, n=8 y 12 para los grupos control y modelo de asma respectivamente; las barras
representan en cociente sobre la PD,, antes y después del reto + error estandar, prueba de t de Student
no pareada.

Expresion de Cav-1 en el tejido pulmonar

Una vez obtenida la muestra pulmonar de los cobayos inducidos al modelo de asma, se
midié el RNA mensajero (RNAm) para Cav-1 mediante un ensayo de RT-PCR. Para evaluar si
efectivamente en el macerado de pulmén habia una disminucién de Cav-1 como habia sido
reportada por Le Saux y colaboradores (2008) y por el grupo de Chen y colaboradores en 2011.

Encontramos que después del tratamiento con OVA, la cantidad del RNAm se reduce
considerablemente en relacién con nuestro grupo control, tomando como referencia al transcrito
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de la proteina constitutiva GAPDH (Fig.6). Confirmando que la expresion de la proteina podria
disminuir en el pulmén en el modelo de asma.

0.9+
0.6

0.3+

Cav-1/GAPDH en pulmén

sk

Control Modelo de asma

Figura 6. Niveles de RNAm (ug) para Cav-1 en pulmoén de cobayo en un modelo agudo de asma alérgica.
Las barras representan el cociente de la Cav-1 y el gen de GAPDH. *P<0.01 prueba t de Student no

pareada.

Expresion de Cav-1 en los miocitos

Al evaluar mediante citometria de flujo, la expresién de Cav-1 especificamente en los
miocitos disgregados de la via aérea, la cantidad de células que expresaron Cav-1 en el modelo de

asma fue significativamente mayor (p<0.01) en comparacion con los del grupo control (Fig. 7).
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Figura 7. Porcentaje de expresion de Cav-1 en miocitos de la via aérea en el modelo de asma alérgica en el
cobayo, citometria de flujo. ¥*P<0.01; n = 7 y 6 respectivamente en modelo de asma y en animales
control. Las barras son promedios * error estandar, prueba de t de Student no pareada.




Como también puede observarse en el Western Blot (Fig. 8), no existe una disminucion en
los animales sometidos al modelo de asma, en comparacion con los del grupo control.

Cav-1

GAPDH

Control Modelo de asma

Figura 8. Expresion de Cav-1 en MLVA. Imagen representativa de 4 ensayos para modelo de asma y 3 para
el grupo control.

El aumento de la expresion de Cav-1 en el MLVA, detectado por citometria, lo
relacionamos con los fendmenos de obstruccion e HVA que presenta nuestro modelo de asma,

cuya variable podria tener un impacto fisioldgico, mediante un coeficiente de correlacion.

Relacién entre las variables fisiolégicas y la cantidad de miocitos que
expresan Cav-1

Los coeficientes de correlacion de Spearman entre la respuesta obstructiva de las vias
aéreas o Rmax fue 0.691* y para la magnitud de HVA obtuvo el valor de -0.517%, lo cual fue
estadisticamente significativo (*P<0.05, n= 15), ambos en relacidn con la expresion de Cav-1 en los
miocitos traqueales. El valor negativo implica una correlacién directa con la HVA, debido a que los
valores de ésta son obtenidos mediante un cociente (PD,y Post-reto/PD,y Basal), para la

respuesta obstructiva la correlacidon es también directa.

La correlacidon de ambos fendmenos con la presencia de Cav-1 es notable, de acuerdo con

el coeficiente de correlacion, lo que sugiere una participacién importante de Cav-1 en el MLVA

26



para el desarrollo de los mismos. No obstante, esto ocurre especificamente con esta estructura,

mientras que para el tejido pulmonar total, la disminucién referida de Cav-1 es aun incierta.

Expresion de Cav-1 en el tejido pulmonar

En la figura 9 se presenta la distribucién heterogénea de Cav-1 en el tejido pulmonar que
parece disminuir drasticamente en la musculatura vascular pulmonar en los animales sometidos al
modelo de asma. Mientras que el aumento en la expresidon de Cav-1 en miocitos de la via aérea,

detectada por la citometria de flujo (Fig. 7), no se distingue claramente por inmunohistoquimica.

Figura 9. Expresion de caveolina-1 en tejido pulmonar. La micrografia muestra la distribucion

heterogénea de caveolina-1 (marca en color café), entre un animal sometido al modelo agudo de asma y

otro control (n=4 y 2 respectivamente). Panel superior muestra una micrografia panoramica 10X del tejido
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pulmonar con sus estructuras: parénquima (P), via aérea (VA) y vaso sanguineo (VS). En el panel inferior
se presenta una comparacion de la VA (centro) y de VS sefalados por las flechas punteadas (a los

costados).

Esta disminucion en la marca de Cav-1 en el musculo liso vascular, enfocé nuestras
observaciones hacia las arteriolas pulmonares, que presentaron un incremento notable en la masa
del musculo liso. Situacidon ain mas evidente conforme avanza el tiempo de exposicidn al alérgeno

(Fig. 10).

Figura 10. Efectos de la exposicidon a OVA en las arteriolas pulmonares de cobayos sensibilizados, Tincion
tricromica de Masson. A) grupo control, B) modelo agudo de reto dia 35, C) modelo crénico de reto dia 65.

La escala de la barra corresponde a 30 um.

Para evaluar si existia un estado fisiopatoldgico en la vasculatura, asociado a la
disminucién de la proteina mencionada, procedimos a medir la presion arterial sistémica (PAS) y la

presion arterial pulmonar (PAP) de nuestros grupos de animales.

La PAS del grupo experimental agudo, no presenté cambio en respuesta al tratamiento
administrado en relacién con los animales del grupo control. Al no encontrar anormalidad,
también medimos esta presidn en un grupo experimental crénico, para descartar la cuestion del

tiempo como variable en la exposicidn al alérgeno en el desarrollo de hipertension.
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Como indica la figura 11A, no existe alteracidn en la PAS no obstante, la disminucién de
Cav-1y el incremento de la masa del musculo liso, fue encontrada en la vasculatura pulmonar, en
virtud de esto y debido a su importancia para mantener la homeostasis celular, procedimos a

medir la PAP, en nuestros animales sometidos al modelo de asma (en agudo y en crénico),

comparando con el grupo control (Fig. 11B).
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Figura 11. Presion arterial sistémica y pulmonar. A) Se muestran los valores de presion, obtenidos tras la
canulacién de la arteria carétida derecha de los cobayos. B) Se muestran los valores de presion, obtenidos
tras la canulacién de la arteria pulmonar de cobayos (n=3 para cada grupo). Las barras representan los

promedios * error estandar.

Al evaluar la presién de la arteria pulmonar en los cobayos sometidos a este estudio, se
pudo observar que tanto el grupo control, como los grupos experimentales, se encuentran dentro

de los parametros normales (Headley, 2002).
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DISCUSION

En este modelo de asma alérgica en el cobayo el desarrollo de obstruccién e HVA a la
histamina son inducidos por el alérgeno, y ambos procesos fisiopatoldgicos se asociaron
significativamente con la expresidn de Cav-1 en miocitos traqueales. Esto sugiere que la Cav-1

tiene un papel importante en la fisiopatologia del asma.

Cav-1 es una proteina que tiene la funcidon de hacer eficiente la sefalizacidon para el
mecanismo de contraccién debido a los dominios que le permiten anclar proteinas involucradas en
este proceso; por ejemplo, la presencia de canales de Ca** tipo L, canales de Ca** operados por
almacén, la bomba de Ca*" de la membrana plasmética, receptores para agonistas como los
muscarinicos M3, los de bradicinina, y los H1 de histamina, asi como de proteinas que unen Ca*,
como calsecuestrina y calreticulina (Darby et al, 2000; Prakash et al, 2007). Aunque se ignoran los
mecanismos precisos que inducen HVA, se sabe que la remodelacién y la inflamacién podrian estar
asociados (Bazan-Perkins et al, 2009). Nuestros datos indican que es probable que un mecanismo
de remodelacidn asociado a los cambios fenotipicos del musculo liso como la alta expresion de

Cav-1 pueda contribuir a la HVA durante el desarrollo de asma.

Un dato controversial observado en el presente estudio es la baja expresién de Cav-1 en el
pulmdn, en comparacién con el incremento en la expresion de Cav-1 que observamos en el MLVA.
Es probable que se deba a una regulacién a la baja de la proteina pero sélo en estructuras
vasculares, situacion que no ha sido descrita previamente asociada con modelos de asma en
animales. En este sentido, las observaciones de Tourkina y Hoffman (2012) muestran que la baja
expresion de Cav-1 en el pulmdn se relaciona con fibrosis por su importante regulacién en
distintas vias de sefializacidn, o bien la regulacién a la baja de Cav-1 provocada por el factor B de
crecimiento transformante, afectando a monocitos vy fibroblastos, teniendo como resultado un

proceso fibrético (Del Galdo et al, 2008; Tourkina et al/, 2010; Wang, 2006).

Por otro lado, la Cav-1 esta involucrada en la quiescencia del musculo liso, pues su alta
expresion inhibe la proliferacidon (Gosens et al, 2006). Si la proteina es regulada a la baja, este
control se puede perder y el musculo liso vascular podria presentar un engrosamiento
eventualmente, debido a la hiperplasia e hipertrofia (Fig.10), cuyo dato ha sido observado vy

publicado por nuestro grupo de trabajo (Moreno-Alvarez et al, 2010), donde la pared de
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estructuras vasculares del pulmén como la arteriola, de animales sometidos a nuestro modelo
crénico de asma, aumento su espesor de forma considerable. Se sabe que el engrosamiento de las
paredes vasculares se asocia con la hipertension (Headley, 2002; Barst, 2004). Ademas, el musculo
liso vascular presenta un mecanismo contrdctil similar al MLVA, aunque se ve expuesto a distintos
mediadores, no obstante la presencia de Cav-1 es también indispensable en la homeostasis de
esta estructura. Perez-Zoghbi y Sanderson en 2007, describen que ligandos como acetilcolina,
serotonina y endotelina, generan contraccidn no sdélo en el MLVA, sino también en las arteriolas
pulmonares, situacién que podria ser clave en la modificacidn de la presion sistémica y pulmonar

de los individuos con el padecimiento asmatico.

La presidn sistémica y pulmonar son un conjunto de datos que nos pueden reflejar de
manera diagndstica el funcionamiento del sistema cardiorrespiratorio. Las presiones normales
oscilan entre los siguientes valores: Presidn arterial sistdlica pulmonar de 15 a 25 mmHg; para la
presidn arterial diastélica pulmonar de 8 a 15 mmHg; en promedio generando una PAP de 10 a
20 mmHg (Headley, 2002). Aunque estos valores para el cobayo pueden ser variables. La
hipertension arterial pulmonar es definida por tener un valor de PAP mas elevado de 25 mmHg en
estado de reposo y mayor a 30 mmHg durante alguna actividad. Se caracteriza por una progresiva
y sostenida resistencia pulmonar, llevando a la hipertrofia y disfuncion del ventriculo derecho, lo
que lleva a la falla del corazén y hasta la muerte (Barst, 2004). No obstante, cuando evaluamos la
presion arterial pulmonar y sistémica en el modelo de asma no observamos ningiin cambio. Al
principio supusimos que el tiempo de exposicion al alérgeno del modelo agudo fue insuficiente
para desarrollar hipertensidn en la arteria pulmonar y que tal vez, de existir la hipertensién arterial
pulmonar, fuera encontrada en un modelo crénico; sin embargo, aunque incrementamos el
numero de retos, no encontramos este fendmeno fisiopatoldgico. Es probable que exista algun

mecanismo de compensacién que evite el desarrollo de hipertension.

Se ha descrito que la hipertensidon pulmonar es generada por una oclusién en las arterias,
cuyo epitelio y musculatura estan engrosados, resultando en una obstruccidon que aumenta la
resistencia al flujo sanguineo pulmonar (Dorfmuller et al, 2003; Smith et al, 1990). El proceso es
atribuido a una desregulacién en la hiper-proliferacién del endotelio, en respuesta a diversos
factores (Sakao et al, 2009), uno de ellos es por la disminucién en la expresidén de Cav-1 en este
tipo celular, llevando a un aumento en la expresién de Cav-1 en el musculo liso vascular; lo que

finalmente concluye en el desarrollo de hipertension pulmonar (Huang et al, 2012). Sin embargo,
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en nuestro modelo la disminucién es encontrada especificamente en el musculo liso vascular,

sobre el endotelio vascular pulmonar no sabemos si resulta afectado en alguna forma.

Cav-1 también es un inhibidor natural de la éxido nitrico sintasa endotelial (eNOS) al
incorporarla a su dominio de andamiaje “Caveolin Scaffolding Domain” (CSD). La eNOS es una
enzima cuya funcidon es generar 6xido nitrico, que relaja de forma paracrina al musculo liso
vascular (Rath et al; 2009). Al generarse o inducirse una regulacion a la alta de Cav-1, se formaria
este complejo inhibitorio que evita la generaciéon de oxido nitrico y por ende no habria una
adecuada contraccion del musculo liso provocando hipertensién. En el caso contrario podemos
decir que si hay una baja expresion de Cav-1, la eNOS podria actuar libremente y por ello la
musculatura vascular lisa estaria mayormente relajada (GINA, 2012; Rath et al, 2009; Taggart et al,
2000; Trujillo et al, 2004) explicando la ausencia de hipertension arterial pulmonar en nuestro
modelo de asma agudo y crénico. Es necesario realizar mds estudios en el musculo liso vascular,

tal vez las mismas técnicas de este trabajo, para encontrar una posible causa a este fendmeno.
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CONCLUSIONES

El modelo de asma alérgica en el cobayo, inducido por el alérgeno, provoca el incremento
en la reactividad de la via aérea (HVA) a la histamina, asi como el aumento en la expresion de Cav-

1 en el MLVA.

Aunque hay una disminucién a nivel pulmdn de la expresion de Cav-1 en el modelo de

asma alérgica en el cobayo, esto no sucede en el MLVA, donde la Cav-1 aumenta su expresion.

El incremento de la expresion de Cav-1 en el MLVA tiene una estrecha relacién con la
magnitud de la HVA (-0.517*) y con los procesos obstructivos relacionados con la
broncoobstruccion (0.691%*), segun los indices de correlacidn de Spearman (*P<0.05).

Paraddjicamente hay una disminucién de Cav-1 en el musculo liso vascular pulmonar,

aungue no se encontrd un desorden fisiopatolégico asociado.

Con base en los experimentos concluimos que el fenotipo del MLVA asociado a la
hiperreactividad de las vias aéreas, es del tipo contractil y estd presente Cav-1. Es probable que la
disminucién de Cav-1 en el musculo liso vascular en el modelo de asma, genere un fenotipo

diferente al del MLVA, probablemente de cardcter proliferativo mas que contractil.
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