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RESUMEN 
Introducción: El asma es una enfermedad crónica que se caracteriza por presentar 
obstrucción reversible del flujo de aire, hiperreactividad e inflamación. La 
inflamación persistente provoca cambios patológicos en la vía aérea mejor 
conocidos como remodelación, que incluye: hiperplasia e hipertrofia de células 
musculares y acumulación de componentes de matriz extracelular, como 
fibronectina, elastina, laminina y colágenas I, III, IV y V. Los vasos sanguíneos 
pulmonares también presentan remodelación, generalmente hiperplasia. En el 
asma atópica el músculo liso presenta hiperreactividad que podría relacionarse con 
las alteraciones de la matriz extracelular ya que la acumulación alterada de matriz 
extracelular puede alterar el calibre de la vía aérea y la función del músculo liso. 
Para la investigación del asma se emplean modelos animales experimentales como 
el del cobayo, donde es posible desarrollar modelos de asma mediante 
sensibilización a antígenos y observar la bronco-obstrucción inducida por el reto 
antigénico. Durante la sensibilización algunos cobayos del modelo del asma no 
presentan bronco-obstrucción después de un reto (cobayos no respondedores). Los 
cobayos no respondedores (NR) no sólo tienen una respuesta fisiológica diferente 
a los cobayos modelo de asma, sino que también presentan diferencias en el perfil 
de células inmunológicas presentes en el pulmón. Mientras que los cobayos modelo 
de asma presentan siempre células Th2 y eosinófilos, los cobayos NR presentan 
linfocitos Treg, Th1 y neutrófilos. Otra característica de los cobayos NR crónicos, 
esto es con mayor número de retos antigénicos, es que pierden la hiperreactividad 
de la vía aérea. La laminina es un componente de la matriz extracelular que ha 
demostrado regular la supervivencia de las células del músculo liso en el bronquio, 
así como en mantener un fenotipo hipercontráctil. Este trabajo se enfocó a observar 
la presencia de laminina y su receptor, específicamente la subunidad de integrina 
α6, en el músculo liso bronquial y vascular pulmonar de cobayos modelo de asma 
y NR, ya que como la laminina está relacionada con mantener el fenotipo contráctil 
hipotetizamos encontrarla en mayor cantidad en el modelo de asma y NR agudos. 
Método: Los cobayos fueron sensibilizados con ovoalbúmina (OVA) y cada 10 días 
fueron retados con el antígeno (OVA), formando 2 grupos, un grupo agudo de 3 
retos (35 días) y un grupo crónico de 12 retos (125 días). Cada grupo se subdividió 
en controles, modelo de asma y NR con 4 cobayos cada uno. Mediante 
inmunohistoquímica se observó la presencia de laminina y de la subunidad de 
integrina α6 en el músculo liso bronquial y vascular pulmonar de cada cobayo. 
Utilizando el programa Image J se determinó la intensidad de marca 
inmunohistoquímica tanto de laminina como de la subunidad de integrina α6 en los 
músculos. Resultados: Los cobayos NR crónicos presentaron un aumento en la 
expresión de laminina, mientras que se mantuvo similar en los demás grupos, éste 
incremento se presentó tanto en músculo liso bronquial como vascular pulmonar. 
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La subunidad de integrina α6 en comparación de la laminina, se incrementó de 
forma significativa en cobayos crónicos, en modelos de asma y en NR. Conclusión: 

Se esperaba que la laminina se incrementara en aquellos cobayos que presentan 
hiperreactividad del músculo liso, sin embargo, se expresa en cobayos NR donde 
no hay hiperreactividad. Esto sugiere que la laminina no tiene un efecto en el 
mantenimiento de la contracción del músculo liso bronquial. Tampoco tiene un 
efecto en la proliferación de los vasos sanguíneos pulmonares. Es probable que la 
laminina participe en la contención crónica de la respuesta obstructiva alérgica ya 
que se ha visto en otros estudios que el perfil de linfocitos Th1 se asocia con la alta 
expresión de laminina. 
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1. INTRODUCCIÓN 
 
1.1 Vías aéreas 
El tracto respiratorio está funcionalmente dividido en la parte conductora (también 

conocida como vía aérea) y en la parte de intercambio de gases. Las vías aéreas 

están anatómicamente divididas en la parte superior y en la parte inferior: las vías 

aéreas superiores se extienden desde las fosas nasales y la boca hasta la laringe y 

las vías aéreas inferiores de la laringe al bronquiolo1 (Fig. 1). 

Cada parte de las vías aéreas tiene funciones especializadas: humidificación, 

filtración del aire y el sentido del olfato en la nariz, así como fonación en la laringe. 

 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

En general las vías aéreas tienen como principal función la conducción de aire hasta 

los alveolos y  tienen características histológicas compartidas, como  la presencia 

de la capa mucosa que  se extiende desde las fosas nasales hasta los bronquiolos, 

la submucosa que se encuentra justo debajo de la mucosa a lo largo de toda la vía 

aérea, la capa muscular que se compone de músculo liso y se encuentra en 

Figura 1. Divisiones de la vía aérea. Modificado de US National Cancer 
Institute's Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) 2015. 
http://training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages/. 
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bronquios y bronquiolos, finalmente se encuentra la capa adventicia que contiene 

cartílago y tejido conjuntivo que se extiende de la laringe hasta los bronquios. 

Particularmente los bronquios se componen por la mucosa formada de epitelio 

pseudoestratificado con células caliciformes y una lámina propia de tejido conjuntivo 

(humidifica el aire y protege a la vía aérea de partículas y patógenos), una capa 

muscular, que se compone de una capa continua de músculo liso alrededor del 

bronquio, una capa submucosa, formada de tejido conjuntivo con glándulas, una 

capa cartilaginosa, compuesta por placas de cartílago que da forma a la estructura 

y finalmente, la capa adventicia, compuesta por tejido conjuntivo que se encuentra 

adyacente a otras estructuras del pulmón2,3. El músculo liso de las vías aéreas 

presenta un alto contenido de matriz extracelular4. Las propiedades mecánicas del 

músculo liso se ven alteradas en enfermedades como el asma5, 6. 

 

 

1.2 ASMA 
 
1.2.1 Definición 

El asma es una enfermedad crónica que se caracteriza por presentar obstrucción 

reversible del flujo del aire, hiperreactividad e inflamación7. También se caracteriza 

por crisis recurrentes de disnea, tos y sibilancias, que varían en severidad y 

frecuencia de persona a persona. Las interacciones de estas características 

determinan las manifestaciones clínicas y la severidad del asma8. 

 

1.2.2 Etiología  

Se ha sugerido que los inicios del asma en una persona se originan en edades 

tempranas de la vida y su expresión depende de dos factores: factores innatos, de 

la persona, generalmente son genéticos, y factores ambientales, que ocurren en un 

momento crucial del desarrollo del sistema inmune. Entre los factores innatos se 

encuentran la disposición inherente de aumentar la producción de IgE específica 
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para factores ambientales comunes conocida como atopía, así como la alergia que 

lleva a una respuesta exacerbada del sistema inmune a sustancias externas y 

pueden provocar manifestaciones clínicas como inflamación7,9. Se han propuesto 

dos factores ambientales que tienen gran importancia en el desarrollo, persistencia 

y, posiblemente, severidad del asma: alérgenos transportados por el aire y las 

infecciones respiratorias virales9. 

Algunas causas y desencadenantes de un ataque asmático son comunes a todas 

las personas que sufren la enfermedad, pero hay también diferencias individuales 

según el fenotipo que se presente8. 

 

1.2.3 Epidemiología  
El asma es una enfermedad que afecta aproximadamente a 235 millones de 

personas en el mundo, siendo uno de los padecimientos no contagiosos más 

comunes entre niños8. La Organización Mundial de la Salud estima 250 000 muertes 

por asma al año en todo el mundo, afectando a todos los países sin importar su nivel 

de desarrollo económico, sin embargo, muchas de las muertes relacionadas con el 

asma se dan en países con mayor número de personas de bajos ingresos.  

En los últimos años, instituciones médicas en México y el mundo han reportado un 

aumento en el número de pacientes con asma, y sugieren que esta tendencia 

aumentará gradualmente10. Muchos estudios realizados en México han revelado 

una cercana correlación entre el aire contaminado y el asma, registrando 300 

nuevos casos en 201311. Los datos mundiales de mortalidad de la Organización 

para la Cooperación y el Desarrollo Económico ubica a México como el tercer país 

con mayor mortalidad por asma12. 

 

 

1.3 BRONCO-OBTRUCCIÓN 

La disminución del flujo aéreo es causada por una disminución del calibre de la vía 

aérea, en especial durante la espiración. La obstrucción de la vía aérea (también 

conocido como broncoespasmo) puede deberse a uno o varios de los siguientes 

factores: Contracción del músculo liso, aumento de la secreción de moco o 
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engrosamiento de la pared traqueobronquial9, 13, 14 (Fig. 2). Éste engrosamiento se 

debe a procesos de reparación, que es caracterizado por el incremento de músculo 

liso y fibrosis15. 

La bronco-obstrucción es una característica del asma atópica y la causa principal 

es la hiperreactividad del músculo liso de la vía aérea, el músculo liso es capaz de 

contraerse ante diversos estímulos reduciendo el calibre de la vía aérea a medida 

que se contrae. Las causas que provocan la hiperreactividad pueden ser complejas, 

desde un mayor número de receptores a agentes contráctiles hasta cambios en las 

células del músculo liso (hipertrofia)16, 17. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4 HIPERREACTIVIDAD 
La hiperreactividad bronquial está definida como un estrechamiento del calibre de 

las vías aéreas y se manifiesta como una respuesta de obstrucción exagerada a 

estímulos que no provoca ninguna reacción en individuos sanos, donde el mayor 

efector es el músculo liso. La hiperreactividad es una característica fundamental del 

asma, pero no todos los pacientes con episodios recurrentes de síntomas de asma 

tienen hiperreactividad y algunos que no tienen síntomas respiratorios muestran 

signos de hiperreactividad18, 19, 20.  

Figura 2. A la izquierda se observa un bronquio sano. A la derecha se puede 
observar un bronquio con obstrucción que se puede dar por la secreción de moco 
(mediante factores inflamatorios) y/o por el estrechamiento del músculo liso que 
rodea a la vía aérea. Modificado de University of Lowa Children´s Hospital. 2015.  
www.uichildrens.org/childrens-content.aspx?id=228741. 
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La hiperreactividad puede medirse usando varios bronconstrictores. Estos pueden 

clasificarse en dos categorías: estimulantes directos, como histamina y metacolina 

que actúan directamente sobre el músculo liso, e indirectos por la estimulación de 

liberación de mediadores inflamatorios20, 21, 22, 23. Esta respuesta se evalúa por 

medio de la dosis provocativa 20 (DP20), que se refiere a la concentración del agente 

para inducir una disminución del 20% en la función pulmonar y el parámetro que 

evalúa directamente la obstrucción del flujo de aire es el volumen espiratorio forzado 

en el primer segundo (FEV1, por sus siglas en inglés), siendo que en sujetos sanos 

se requieren mayores concentraciones del compuesto para la disminución del 20% 

del FEV1 (Fig. 3), mientras que en pacientes asmáticos estas concentraciones son 

menores24, 25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Algunos factores inflamatorios se han asociado a la hiperreactividad del músculo 

liso, así como células del sistema inmune, eosinófilos y células cebadas23. 

 

 

Figura 3. Curva de histamina ó metacolina. En individuos sanos la concentración necesaria 
para inducir una caída del 20% de la FEV1 es mayor en comparación a la necesaria para 
provocar el mismo efecto en un individuo con asma. Mientras más crónica sea el asma la 
sensibilidad a la histamina o metacolina aumentará. Modificado de Partners health care. 
Asthma Center 2010. http://www.asthma.partners.org/NewFiles/WoolcockWhatIsAsthma.html. 
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1.5 MÚSCULO LISO  
El músculo liso está formado por una asociación de células alargadas generalmente 

dispuestas en capas alrededor de órganos huecos como el sistema respiratorio. Su 

contracción y relajación depende del sistema nervioso autónomo, endócrino y 

metabolitos locales26, 27. 

En cada célula del músculo liso se presentan dos tipos de filamentos: la miosina y 

la actina, que se unen a estructuras llamadas cuerpos densos. Cuando la MLCK 

(cinasa de la cadena ligera de miosina) fosforila a la cadena ligera de miosona se 

producen la contracción del músculo liso28, 29 (Fig. 4). 

 

 

Figura 4. Contracción del músculo liso por el desplazamiento de filamentos de miosina sobre los microfilamentos 
de actina. Modificado de Vodenicharov A. Current basic and pathological approaches to the function of muscle 
cells. 2012. 346-361. 

 

El músculo liso puede responder a lesiones y tiene orgánulos secretores (aparato 

de Golgi y retículo endoplásmico) bien desarrollados, por lo que son capaces de 

secretar colágena tipo III y IV, así como elastina, proteoglucanos y glucoproteínas2.  
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1.5.1 Músculo liso de las vías aéreas 
El músculo liso se encuentra desde la tráquea hasta los bronquiolos, su estado de 

contracción es modulado por una variedad de agonistas extracelulares que se unen 

a los receptores de membrana, provocando una reducción en el diámetro de la vía 

aérea30. El sistema nervioso autónomo es un regulador de la contracción del 

músculo liso al liberar neurotransmisores excitadores e inhibidores, adicionalmente 

las células epiteliales, inflamatorias y aquellas que se localizan en la pared de la vía 

aérea son capaces de liberar mediadores como: histamina, endotelina, ATP y otros 

metabolitos que pueden modular la contracción a través de receptores de 

membrana31, 32, 33. 

Debido a que no se ha encontrado una función específica del músculo liso de la vía 

aérea algunos autores han especulado que puede ser una reminiscencia del 

desarrollo embriológico34, 35. Sin embargo, la peristalsis producida por la contracción 

del músculo para asistir la exhalación, el movimiento de moco y el mantenimiento 

de la estructura de la vía aérea son posibles funciones de éste músculo36, 37, 38, a 

pesar de no tener una función clara en la vía aérea su contracción es asociada con 

condiciones patológicas, por ejemplo, en el asma se han observado anormalidades 

estructurales, morfológicas y funcionales en el músculo liso39, 40. 

 

1.5.2 Músculo liso vascular 
El músculo liso vascular se encuentra rodeando los vasos sanguíneos, siendo uno 

de sus principales componentes. Lleva a cabo un papel importante en la 

vasoactividad, así como en la producción de matriz extracelular durante el desarrollo 

embrionario y la remodelación (en caso de lesiones) de la pared del vaso en edad 

adulta. También es en parte responsable de la regulación de la presión sanguínea 

y la redistribución del flujo sanguíneo y otras sustancias solubles41, 42. 

La contracción del músculo liso vascular suele ser prolongada y puede ser iniciada 

por estímulos mecánicos, eléctricos y químicos (norepinefrina, angiotensina, 

vasopresina, endotelina)43. 
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Como en el caso del músculo liso de la vía aérea, Carrol44 (1997) y Hong (2001)45 

han registrado cambios en el músculo liso de los vasos sanguíneos pulmonares en 

pacientes asmáticos. 

 
 

1.6 CAMBIOS ESTRUCTURALES EN EL ASMA 
La remodelación se refiere generalmente al engrosamiento de la pared de la vía 

aérea, así como diversas alteraciones incluyendo: anormalidades en el epitelio, 

engrosamiento de la membrana subepitelial, alteraciones en la deposición de matriz 

extracelular, angiogénesis e incremento en la masa del músculo liso, siendo una 

desregulación de las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (Th1/Th2) una de 

las principales causas. Los eosinófilos, interleucinas (IL), citocina Th2 (IL-3, IL-4, IL-

5, IL-9, IL-13), células cebadas y anticuerpos IgE son los principales factores 

inmunológicos encontrados en lavados bronqueoalveolares, causantes de 

inflamación46, 47, 48, 49.  

El epitelio respiratorio forma una barrera entre el medio externo y las vías aéreas. 

En el asma ésta barrera sufre daños y no tiene un buen aislamiento, contribuyendo 

a la hiperreactividad y liberación de citocinas inflamatorias por células del sistema 

inmune. Además las células epiteliales dañadas, liberan un gran número de factores 

de crecimiento, entre ellos el factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de 

crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante β 

(TGF-β) que transforma las células epiteliales a mesenquimales que pueden 

diferenciarse en fibroblastos o miofibroblastos y factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), así como acetilcolina, liberada por las terminaciones nerviosas, 

que puede contribuir a la remodelación al inducir el crecimiento de células del 

músculo liso, deposición de matriz extracelular y angiogenesis50,51,52,53. 

Las células cebadas también promueven la proliferación de fibroblastos ya que al 

degranularse liberan serina proteasas y triptasas, que son potentes estimulantes 

para proliferación, de la misma forma promueven la proliferación de células de 

músculo liso49,53,54.  
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1.6.1 Remodelación en el músculo liso de las vías aéreas 
El músculo liso de la vía aérea es el principal responsable de la obstrucción 

observada en el asma debido a que presenta hipercontractilidad que provoca una 

reducción en el calibre de la vía aérea y la hiperreactividad que a su vez se relaciona 

con los síntomas y con la severidad de la enfermedad55, 56, 57, 58. 

Aunque aún no está claro por qué el músculo liso es hiperreactor se ha intentado 

explicar por un aumento en las cadenas de miosina, mayor número de receptores a 

mediadores de contracción, aumento de la masa muscular, mayor liberación de 

mediadores contráctiles (principalmente factores inflamatorios de células cebadas y 

citocinas Th2, IL-5, IL-3) o baja liberación de mediadores relajantes59, 60, 61, 62. 

La célula del músculo liso no solo es un blanco pasivo para mediadores 

inflamatorios, sino que también puede considerarse como una célula inflamatoria, 

teniendo la capacidad de secretar citocinas y contribuir con la activación de células 

cebadas que al degranularse provocan contracción y daño a las células 

musculares63, 64, 65, 66. Además el músculo liso de la vía aérea es capaz de 

remodelarse y proliferar en respuesta al daño y a la exposición a factores de 

crecimiento y mediadores liberados durante la inflamación alérgica tanto in vitro 

como in vivo, no obstante la relación inflamación-remodelación es compleja y no 

está completamente comprendida67. 

Los mecanismos de remodelación en el músculo liso de la vía aérea involucran 

hiperplasia e hipertrofia, así como deposición de matriz extracelular68. La hiperplasia 

puede ser resultado de 3 factores: proliferación del músculo liso, reducción de la 

apoptosis o por migración y diferenciación de miofibroblastos a células 

musculares68, 69. La hipertrofia está asociada a un aumento de la enzima cinasa de 

la cadena ligera de miosina (MLCK), relacionado directamente con la 

hiperreactividad, aunque no es el único factor causante de ésta70. Tanto la 

hiperplasia como la hipertrofia pueden depender en cierto grado de la matriz 

extracelular71, 72. 

La matriz extracelular es una estructura dinámica que rodea a las células del 

músculo constituida por depósitos de proteínas, incluyendo: fibronectina, elastina, 

laminina, colágena I, III, IV, V, producidas por los miocitos73, 74. Las células del 



 

12 

 

músculo liso en asmáticos producen mayor cantidad de matriz y las proporciones 

de sus elementos se encuentran alterados, hay mayor deposición de colágena I, 

fibras elásticas y menor producción de laminina α1, también se encuentra mayor 

cantidad de laminina que es depositada probablemente por el epitelio o 

miofibroblastos. Es importante señalar que las células musculares pueden 

desdiferenciarse a miofibroblastos teniendo mayor capacidad de secretar matriz 

extracelular75, 76. El crecimiento anormal de la matriz extracelular se debe a factores 

transformantes como TGF-β y mediadores inflamatorios, incrementados en el asma 

por células cebadas y del músculo liso64, 77. 

La deposición alterada de proteínas de matriz extracelular puede alterar las 

propiedades mecánicas (como la contracción del músculo liso), así como la 

regulación de la supervivencia, migración, secreción de citocinas y crecimiento de 

las células de músculo liso67, 78, 79. 

Se ha reportado que la inflamación no controlada está relacionada con el grado de 

remodelación de las vías aéreas, debido a constantes procesos de 

daño/reparación80, 81. Sin embargo recientes estudios han demostrado que la edad 

(individuos jóvenes y maduros) no parece estar relacionada con un incremento en 

la deposición de colágena subepitelial ni de matriz extracelular en el músculo liso 

en el asma (siendo mayor que en individuos control), pero sí con el engrosamiento 

de la vía aérea73, 82. 

 

1.6.2 Remodelación en el músculo liso vascular 
Muchos mediadores y factores de crecimiento que son liberados en la inflamación 

de la vía aérea en el asma como la histamina, prostaglandinas, leucotrienos y 

citocinas están involucrados en respuestas de angiogenesis, vasodilatación y 

remodelación de la vasculatura bronquial83. VEGF es una citocina que induce la 

angiogénesis y aumenta la permeabilidad de los vasos sanguíneos, siendo el 

músculo liso en estado de remodelación liberador de grandes cantidades de 

VEGF84, 85. 
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Como parte del proceso de remodelación de los vasos sanguíneos en el asma se 

ha registrado un aumento en el tamaño y en el número de vasos por área85, 86, 

aunque otras investigaciones no han encontrado angiogenesis87. 

Cada componente de la remodelación vascular es una respuesta a mediadores 

inflamatorios y factores de crecimiento. Por sí mismos los vasos sanguíneos actúan 

como entrada para células inflamatorias y por ello modifican y autorregulan la 

función endotelial88. 

La acumulación anormal de matriz extracelular es un factor importante en las 

patofisiología de las lesiones vasculares, provocando el engrosamiento del vaso 

sanguíneo. La primera respuesta de la remodelación es la proliferación y migración 

de células de músculo liso vascular hacia la túnica íntima donde comienzan a 

sintetizar matriz extracelular formando una capa llamada “neoíntima” rica en 

laminina (Fig. 5)88,89. 

 

 

Figura 5. Remodelación de un vaso sanguíneo. a) el daño induce que células del músculo liso migren a la capa 
íntima. b) Las células del músculo liso comienzan a secretar matriz extracelular formando una capa neoíntima. 
Modificada de Rouslahti E. Am Soc Clin Invest. 1997; 99 (6): 1149-1152. 

 

1.7 Laminina e integrina 
En el asma las células del músculo liso de la vía aérea, así como del músculo liso 

vascular producen una mayor cantidad de matriz extracelular, que se caracteriza 

por contener proporciones alteradas de las proteínas que la componen75, 76, 88. La 
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laminina es una proteína heterotrimérica de ~400 kDa formada por cadenas α, β y 

γ que tienen regiones de unión específicas a otras proteínas como colágena, 

integrinas, distroglucano, etc. (Fig. 6a), cada cadena de la laminina puede tener de 

1 a 5 variantes genéticas que modifican su nombre y unión a otras proteínas90. 

Contribuye en la formación de matriz extracelular y tienen un papel importante en la 

morfogénesis y homeostasis del tejido al regular funciones como la adhesión celular, 

migración y señalización de la matriz extracelular a la célula90,91. Estos procesos se 

llevan a cabo por la capacidad que tienen a unirse a las membranas celulares a 

través de las integrinas92. 

Las integrinas son glucoproteínas transmembranales compuestas por una 

subunidad α y una β que pesan de 90 a 160 kDa, son las principales proteínas 

receptoras utilizadas en la célula para unirse y responder a la matriz extracelular, 

regulando procesos celulares como migración, fenotipo celular y apoptosis. La 

subunidad β se ancla directa o indirectamente al citoesqueleto, principalmente a los 

filamentos de actina, mientras que la subunidad α se une a otros componentes de 

la matriz extracelular (Figura 6b) 93. 

Se han descrito 18 subunidaes α y 8 de la subunidad β en mamíferos, cada una 

producida por un gen diferente de la familia de genes ITG (genes de integrinas). Su 

combinación determina la unión a otras proteínas. Entre las integrinas receptoras 

para laminina se encuentran integrinas α1β1, α2β1, α6β1, α6β4, α7β1 y se anclan 

a regiones específicas en la laminina (Figura 6a) 93, 94,95. 

Particularmente la integrina α6 es expresada en epitelios, fibroblastos, así como en 

el desarrollo embrionario del pulmón y en músculo liso de vasos sanguíneos95, 96. 

La unión laminina-integrina tiene un papel muy importante en el músculo liso, por 

ejemplo, la unión laminina-integrina α7 facilita un fenotipo contráctil en los miocitos 

de la vía aérea96,97.  
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1.7.1 El papel de la laminina y las integrinas en el músculo liso en 
el asma 

Las alteraciones en la matriz extracelular durante el asma potencialmente pueden 

alterar el desarrollo de las características del músculo liso, no obstante, las 

integrinas también tienen una fuerte influencia en este aspecto58.  

En el asma las células del músculo liso presentan hipertrofia, así como una 

reducción en la apoptosis, que es provocada en parte, por componentes de la matriz 

extracelular como fibronectina, laminina y colágena, que promueven fuertes señales 

de supervivencia en las células del músculo liso de la vía aérea mediante las 

integrinas70, 71, 72. Estudios más específicos han demostrado que la aplicación 

exógena de  laminina-1 mantiene un fenotipo contráctil en el músculo liso de la vía 

aérea, mientras que la producción endógena de laminina-2 está involucrada con la 

Figura 6. La laminina (a) es una proteína trimérica con regiones específicas para su unión con integrinas u 
otras proteínas de matriz extracelular. La interacción de los receptores celulares integrinas con la laminina 
(b) permite la regulación de diversos procesos en la célula. Modificado Colognato H, Yurchenco, P. Wiley 
Liss, 2000; 218: 213-34. 

 



 

16 

 

maduración, supervivencia y fenotipo hipercontráctil del músculo liso78, 98, 99. Las 

integrinas son fundamentales para que estos procesos se lleven a cabo, por ejemplo 

la integrina α7β1 es necesaria para mantener el fenotipo contráctil en el músculo 

liso de la vía aérea que es inducido por laminina97. 

La interacción laminina-integrina α7β1 también es requerida para promover la 

acumulación de proteínas antiapoptóticas y la activación de vías de señalización 

que promueven la maduración de las células del músculo liso de la vía aérea100.  

La angiogénesis depende de la conexión entre laminina e integrina, donde la 

principal integrina involucrada es αv siendo mayormente expresada durante 

lesiones inflamatorias101. En el músculo liso vascular las integrinas α7β1, α1β1 

promueven un fenotipo contráctil, uniéndose a laminina, mientras que la integrina 

α4β1 promueve la diferenciación102, 103. Algunos estudios en músculo liso arterial 

sugieren que la laminina promueve un fenotipo contráctil al igual que en el músculo 

liso bronquial104,105.  

 

1.7.2 Laminina-integrina α6 
La integrina α6 es una proteína de 120 KDa y puede formar heterodímeros con la 

subunidad β1, para la cual sus ligandos son laminina y VEGF, o bien con una 

subunidad β4 donde tiene a laminina como único ligando106, 107. 

La integrina α6 es altamente expresada en células del músculo liso de la vía aérea 

que se encuentran en procesos de maduración. En músculo liso vascular se ha 

encontrado en asociación con β4 y β196, 97, 102. Por otra parte, el incremento en la 

expresión de laminina, un componente de la matriz extracelular, es asociado con el 

músculo liso de la vía aérea en el asma y con la remodelación de vasos 

sanguíneos89, 100. No se han realizado mayores estudios sobre la expresión de 

integrina α6 en asma tanto en músculo liso de la vía aérea o vascular. 

 

1.8 Modelo de asma en el cobayo 
El cobayo es el modelo in vivo más utilizado preferencialmente en la investigación 

del asma alérgica, ya que desde la anatomía de las vías aéreas hasta la respuesta 

inflamatoria es altamente similar a la observada en humanos. Los cobayos 
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presentan bronco-obstrucción después de un reto antigénico con ovoalbúmina 

(OVA), así como hiperreactividad y la remodelación que se observa en el asma108. 

Se han reportado que algunos cobayos no desarrollan respuestas obstructivas 

después de uno o varios retos antigénicos con OVA, éstos son conocidos con el 

nombre de cobayos no respondedores (NR) 109, 110. Las características 

inmunológicas de los cobayos NR varían en gran medida en comparación con los 

cobayos respondedores, conocidos como modelo de asma, (tabla 1), siendo una de 

las principales características la presencia de células Th1 y T reguladoras en lugar 

de Th2 características del asma, y de neutrófilos en vez de eosinófilos110. 

 
 Modelo de asma No respondedor 

 Agudo Crónico Agudo Crónico 

IgE Sí Sí No No 

IgG Sí Sí Sí Sí 

Linfocitos Th1 No No No Sí 

Linfocitos Th2 Sí Sí No No 

Linfocitos Th17A Sí Sí No No 

Linfocitos Th3 No No Sí Sí 

Linfocitos Tr1 No No Sí No 

Linfocitos Treg FOXP3+ No No Sí Sí 

IL-4, IL-5 Sí Sí No No 

IL-10 Sí Sí  Sí Sí 

IL-13 Sí Sí No No 

IL-17A Sí Sí Sí No 

TNF-α Sí Sí No No 

TGF-β Sí Sí No Sí 

Eosinofilia Sí  Sí No No 

Neutrofilia No No Sí Sí 

Cuadro 1. Principales diferencias en los cobayos modelo de asma y cobayos "no respondedores al reto 
antigénico". En un estudio reciente se han establecido las diferencias inmunológicas de ambos modelos. El 
modelo agudo corresponde a 3 retos antigénicos y el crónico a 12 retos antigénicos. Ramos P, et al. 2013. Exp 
Lung Research, 39. 136-145.  

 
Otras características de los cobayos NR son la presencia de fibrosis de la vía aérea 

y de hiperreactividad a la histamina, aunque la hiperreactividad se pierde en los 



 

18 

 

cobayos NR crónicos. En otros estudios se sugiere que la hiperreactividad se puede 

dar en ausencia de infiltrados inflamatorios en la vía aérea, y ser producida por otros 

factores, por ejemplo, por laminina e integrinas97. 
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2. JUSTIFICACIÓN 
El asma es uno de los desórdenes funcionales más importantes de las vías aéreas 

que se caracteriza por obstrucción transitoria, inflamación y una gran reactividad 

que se desarrolla rápida e intensamente conocida como hiperreactividad de las 
vías aéreas. Evidencias clínicas y experimentales han mostrado que la 

hiperreactividad es un proceso multifactorial donde diferentes mecanismos actúan 

en la vía aérea, pero aún se desconoce el mecanismo preciso que la induce. De 

manera interesante diversos estudios señalan que algunos individuos que no 

padecen de ninguna enfermedad ó síntomas respiratorios también presentan 

hiperreactividad de las vías aéreas. Esta condición ha sido referida como 

hiperreactividad asintomática y su importancia clínica es motivo de debate; sin 

embargo, se ha sugerido que puede preceder a la aparición de asma 111, 112, 113, 114, 

115, 116, 117. 

En nuestro laboratorio hemos observado que existen cobayos respondedores y no 

respondedores al reto antigénico (NR), éstos últimos muestran las mismas 

características que la hiperreactividad asintomática (no presentan bronco-

obstrucción, pero sí hiperreactividad), por lo que podrían representar un buen grupo 

de estudio de ésta condición descrita en humanos. 

Debido a que el músculo liso es el tejido más importante en el desarrollo de la 

hiperreactividad y a que la laminina, una proteína componente de la matriz 

extracelular, mantiene el fenotipo contráctil del músculo liso, este proyecto se dirige 

a evaluar si la expresión de laminina y la subunidad α6 de integrina se altera en 

músculo liso de las vías aéreas y comparamos dicha expresión con el tejido arterial 

intrapulmonal, que se caracteriza por ser hiperproliferante en el asma, en cobayos 

del modelo de asma y NR. 
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3. HIPÓTESIS 
Si la expresión de laminina tiene alguna relación en la contractilidad y proliferación 

del músculo liso, entonces su expresión será distinta al comparar cobayos del 

modelo de asma con NR crónicos. 

 

 

4. OBJETIVOS 
 

Objetivo general  
Analizar la expresión de laminina e Integrina α6 en el músculo liso bronquial y 

arterial intrapulmonar de cobayos modelo de asma y NR. 

 

Objetivos particulares 
En los cobayos del modelo de asma y NR agudos y crónicos: 

 Determinar la expresión de laminina y de la subunidad de integrina α6 en el 

músculo liso bronquial mediante inmunohistoquímica. 

 Determinar la expresión de Integrina α6 y laminina en el músculo liso arterial 

intrapulmonar mediante inmunohistoquímica. 
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5. MATERIAL Y MÉTODO 
El uso de cobayos es común como un modelo animal en el estudio del asma 

alérgica, ya que el cobayo exhibe cambios inflamatorios, funcionales y estructurales 

similares a los que ocurren en las vías aéreas de los pacientes asmáticos. Así 

mismo la respuesta asmática puede ser medida y la hiperreactividad puede ser 

observada108. 
 

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

proporcionados por Harlan México, y fueron resguardados en las instalaciones del 

bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “Ismael Cosío 

Villegas” INER. Se mantuvieron en condiciones de 21±1°C de temperatura, con una 

humedad de 50 a 60%, aire filtrado y 12/12 horas de ciclo luz-oscuridad. 

Las condiciones de manejo de los animales estuvieron apegadas a los protocolos 

aprobados por el Comité científico y bioético del Instituto Nacional de Enfermedades 

Respiratorias. 

 

Modelo experimental 
Para este trabajo se utilizaron 24 cobayos HsdPoc:DH, que fueron divididos en 2 

grupos: 1) Animales agudos y 2) Animales crónicos, cada grupo fue dividido a su 

vez en 3 grupos más, los cuales fueron controles, modelos de asma y no 

respondedores, donde cada grupo constó de 4 animales. 

 

Día 1: Sensibilización  

Los cobayos recibieron una combinación de OVA 60µg/mL, diluida en solución 

salina fisiológica (SSF), con hidróxido de aluminio 1mg/mL de SSF, en total se 

administró 1mL de la solución anterior que fue dividida en inyecciones de 0.5 mL 

por vía intraperitoneal y 0.5 mL por vía subdérmica. Los animales control recibieron 

de SSF en lugar de la combinación OVA e hidróxido de aluminio. 
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Día 8: Refuerzo antigénico 

A los ocho días de haber sensibilizado, se realizó el refuerzo antigénico, donde se 

administraron 20 mL de OVA (3mg/mL SSF) durante 5 minutos mediante 

nebulización. Las nebulizaciones fueron producidas por un nebulizador US-1 

Bennett (flujo 2mL/minuto), Burkard Manufacturing. A los animales control se les 

nebulizó con 20 mL de SSF durante 5 minutos. 

 

Día 15: Reto antigénico 

A partir del día 15 se iniciaron los retos antigénicos cada 10 días. Para el primer reto 

(15 días) se nebulizó a los animales con OVA (1mg/mL) durante 1 minuto. En los 

siguientes retos se nebulizaron con OVA (0.5 mg/mL) durante otro minuto. Para los 

animales control se nebulizó con SSF durante 1 minuto. Se realizaron 3 retos para 

animales agudos (35 días) y 12 retos para animales crónicos (125 días) (Fig. 7). 

Cinco minutos antes y durante 1 hora posterior al reto antigénico se evaluó la 

función pulmonar de los cobayos mediante pletismografía barométrica. 

 

 

 

Figura 7. Modelo experimental. En el día 1 se inició la sensibilización de los cobayos, 8 días después se realizó 
un refuerzo antigénico, al día 15 se llevó a cabo el primer reto antigénico y posteriormente cada 10 días. En la 
imagen se puede el observar el número de reto antigénico (barra azul). 
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Pletismografía barométrica 
Para medir la función pulmonar de los cobayos durante los retos se utilizó un 

pletismógrafo barométrico BuxcoElectronics, Inc. E.U., que es utilizado para medir 

los cambios de volumen dentro de la cámara y los compara con una cámara de 

referencia mediante un transductor SCXL4DNSenSym conectado a un amplificador 

(Fig. 8). 

La señal generada fue procesada y analizada mediante un programa de cómputo 

(BuxcoBiosistemXAv1.1). El programa fue calibrado para medir solamente cambios 

en el volumen mayores a 1 mL disminuyendo la probabilidad de registrar artefactos. 

 

 

Figura 8. Equipo de pletismografía barométrica. Con éste equipo es posible medir la función pulmonar de los 
cobayos y observar su respuesta bronco-obstructiva. Modificada de Chavez-Alderete J., 2007. Tesis Doctoral 
Efecto paradójico del salbutamol sobre las vías aéreas en un modelo de intoxicación aguda por 
organofosforados en cobayos. UNAM, México D. F. 

 

El índice de bronco-obstruccion (íB) refleja el grado de obstrucción de las vías 

aéreas y se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y del que 
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está dentro de los pulmones del cobayo. Durante la inspiración el aire dentro de los 

pulmones adquiere más volumen al calentarse y los sensores de la cámara de 

pletismografía detectan el cambio en el volumen como un aumento en la presión en 

el interior de la cámara. Este incremento en la presión es transitorio pues disminuye 

conforme el animal exhala el aire, bajando el volumen del aire dentro de la cámara 

y este proceso se registra como una disminución en la presión. De ésta forma el 

transductor no mide directamente los flujos espiratorios e inspiratorios, si no que 

puede calcular el flujo de manera indirecta evaluando los cambios de presión 

durante la inspiración y la espiración en el tiempo (Fig 9). Para evaluar la bronco-

obstrucción el programa utiliza la fórmula: íB=((Te-Tr)/ Tr) (PFE/PFI) 

Donde:  

ÍB: Índice de bronco-obstrucción.  

Te: Tiempo total espiratorio (s) 

Tr: Tiempo total de relajación (s) 

PFE: Pico de flujo espiratorio (presión pasiva máxima, cmH20) 

PFI: Pico de flujo inspiratorio (presión pasiva máxima, cmH20) 

 

 

Figura 9. Representación de los cambios de presión en un ciclo respiratorio en una cámara de pletismografía 
barométrica. 
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Reactividad de las vías aéreas 
Para evaluar la reactividad de las vías aéreas se realizaron curvas de histamina. La 

reactividad fue evaluada en el día 35 para los animales agudos (3 retos) y en el día 

125 en animales crónicos (12 retos), para esto los cobayos se introdujeron en el 

pletismógrafo.  

Inicialmente se obtuvieron valores basales de íB, posteriormente se nebulizó a los 

animales por 1 minuto con diferentes dosis de histamina en un rango de 0.013-3.2 

mg/mL, dejando un tiempo de 10 minutos entre cada dosis de histamina. Para cada 

dosis de histamina se obtuvieron los valores de íB durante 5 minutos y se obtuvo el 

valor promedio, la curva de histamina terminó cuando cada cobayo triplicó la íB 

basal. Al valor de histamina que provoca el aumento al triple de íB se le llama dosis 

provocativa 200 (DP200).  

Posteriormente se esperó a que la bronco-obstrucción disminuyera al íB basal, una 

vez alcanzado este valor se retó durante 1 minuto con OVA (0.5 mg/mL) mediante 

nebulización. Para los cobayos control se utilizó SSF en lugar de OVA. 

Después de 3 horas se inició una segunda curva de histamina siguiendo el mismo 

procedimiento que anteriormente se describió (Fig. 10). 

 

 

 

Figura 10. Curvas de histamina (eje ”x” concentración de histamina administrada, eje "y" índice de bronco-
obstrucción). En naranja se observa la primera curva de histamina, posteriormente (en verde) se observa la 
administración de OVA, finalmente se realizó una segunda curva de histamina (azul). 
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La segunda curva de histamina se realiza para asegurarse de que la 

hiperreactividad de las vías aéreas es una respuesta específica al reto previo con 

OVA.  

Al final se obtuvieron 2 grupos de cobayos: cobayos agudos de 35 días (3 retos) y 

cobayos crónicos de 125 días (12 retos). Cada grupo tuvo 4 cobayos controles, 4 

cobayos modelo de asma y 4 cobayos NR (Figura 10). 

 

Obtención de muestras de pulmón 
Una vez que se obtuvieron los registros de íB y se separaron los grupos de cobayos 

respondedores, no respondedores y controles, se procedió a obtener muestras de 

pulmón. Las muestras fueron colocadas en formaldehído y posteriormente incluidas 

en bloques de parafina. Los bloques fueron cortados a la altura del lóbulo medio del 

pulmón en secciones transversales con 4µm de grosor y colocados en portaobjetos 

(Biocare medical, Kling-On slides). Se obtuvieron 4 cortes (laminillas) por cobayo. 

 
Inmunohistoquímica 

La inmunohistoquímica es una técnica que utiliza la aplicación de anticuerpos para 

determinar la distribución y localización de un antígeno determinado en el tejido 

sano o enfermo. Es una herramienta útil en la diagnosis, así como en la 

investigación118. 

Los procesos de fijación e inclusión en bloques de parafina pueden alterar la 

conformación de las proteínas de los tejidos, por lo que se realizó una recuperación 

antigénica mediante la técnica de calor utilizando buffer de citratos PH 6.0. 

Se utilizó el kit para inmunohistoquímica VECTASTAIN: Universal Quick kit que 

contiene suero bloqueador de caballo, anticuerpo secundario universal y el complejo 

preformado estreptavidina/peroxidasa. Con este kit se realizó el método indirecto de 

inmunohistoquímica. 

Para bloquear la reacción de la peroxidasa endógena se agregó peróxido de 

hidrógeno (H2O2) y posteriormente suero bloqueador del kit. Posteriormente se 

agregó anticuerpo anti-integrina α6 ó anti-laminina (R&D systems envase con 
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100µL) a una concentración 1:50 (1µL de anticuerpo en 50 µL de suero bloqueador 

de caballo). 

Se agregó una gota de anticuerpo (suero) secundario universal (incluido en el kit 

VECTASTAIN) y finalmente se colocó una gota del complejo preformado 

streptavidina/peroxidasa que se une al anticuerpo secundario. 

Una vez formado el complejo anticuerpo primario, anticuerpo secundario y enzima 

peroxidasa, se adicionó la solución sustrato AEC (VECTOR laboratrories AEC 

peroxidase substrate) que contiene una solución buffer, AEC (3-amino-9-

etilcarbazol) y peróxido de hidrógeno, siguiendo el protocolo del producto. 

El H2O2 funciona como sustrato mientras que el AEC produce un producto de color 

rojo en la presencia de la enzima peroxidasa. 

Finalmente, los cortes histológicos de pulmón se contratiñeron con hematoxilina 

(VECTOR hematoxylin H-3401), y se montaron con medio semipermanente para 

inmunohistoquímica EcoMount (Biocare Medical). 

 
Observación en el microscopio 
En cada cobayo se realizaron imnuhistoquímicas en cada una de los cortes 

obtenidos tanto para integrina α6 como para laminina (Fig. 11). Y de cada uno se 

analizaron en el microscopio 4 bronquios (a su vez dividido en 4 secciones) y 4 

arterias intrapulmonares (también divididos en 4 secciones). Los bronquios se 

observaron en un microscopio óptico Zeiss Axio Lab A1 a un aumento de 40X, y se 

tomaron microfotografías de los bronquios y de las arterias con una cámara 

axioCam ERc5s incluida en el microscopio. 

Las imágenes en tiempo real y las microfotografías se observaron mediante el 

programa Zen wide field. 

 
Análisis semicuantitativo 
La inmunohistoquímica se considera como una tinción especial ya que tiñe sólo en 

los sitios donde se encuentra la molécula buscada. Es necesario saber qué tanta 

marca hay. Para ello se empleó un método semicuantitativo, donde se midió la 

intensidad de marca y se comparó con una escala determinada de intensidad. 
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Figura 11. Se tuvieron 2 grupos. Un grupo agudo de 3 retos antigénicos (35 días) y un grupo crónico con 12 
retos antigénicos (125 días). Cada grupo se dividió en 3: controles, modelo de asma y no respondedores, con 
4 cobayos cada uno. En cada cobayo se determinó la expresión de laminina e integrina α6. Se midió la 
intensidad de marca de laminina e integrina α6 de 4 bronquios y 4 vasos sanguíneos por cobayo. 

 
El programa ImageJ 1.48v fue calibrado con una escala de grises, dando a cada 

variación de tono un valor numérico de 0 a 255, donde blanco corresponde a un 

valor de 255 y negro corresponde a 0. Una vez calibrado el programa se analizó la 

imagen del bronquio o arteria, fue necesario cambiar la imagen a blanco y negro, 

posteriormente se seleccionaron distintas regiones del músculo liso bronquial o 

vascular y el programa determinó el valor numérico en la escala correspondiente.  

 

Análisis estadísticos 
Se analizaron 4 bronquios y 4 arterias intrapulmonar de cada cobayo, se midió la 

intensidad de varias zonas y se obtuvo un promedio. 

Los promedios obtenidos fueron analizados con el programa estadístico GraphPad 

5. Se aplicó una prueba ANOVA de 1 vía, para comparar todos los tratamientos 

(controles, modelo de asma y NR) y la prueba postHoc Bonferroni, la significancia 

se estableció con p<0.05.  
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Se hizo una comparación de la intensidad de marca de inmunohistoquímica entre 

cobayos controles agudos y crónicos, modelo de asma agudos y crónicos y NR 

agudos contra NR crónicos. Una segunda comparación se hizo dentro de cada 

grupo, es decir se comparó la intensidad de marca entre el control agudo, el modelo 

de asma agudo y el NR agudo, lo mismos se hizo para el grupo de los cobayos 

crónicos. Estas comparaciones se realizaron para medir la intensidad de marca de 

laminina y para la intensidad de marca de la integrina α6 en músculo liso bronquial 

y arterial intrapulmonar (Fig. 12). 

 

 

Figura 12. Comparación de los grupos establecidos. Comparación 1: se compararon la intensidad de marca de 
laminina e integrina 6 de los cobayos agudos contra los cobayos crónicos para determinar si el número de retos  
tenía algún efecto en su expresión. Comparación 2: dentro de cada grupo (agudo o crónico) se compararon los 
cobayos control, modelo de asma y NR para determinar si había variaciones en la expresión. 

 
Finalmente se construyó un análisis de correlación entre la integrina α6 y laminina. 

Uno correspondió a la correlación laminina-integrina α6 del músculo liso bronquial y 

la segunda a músculo liso vascular. Las gráficas se construyeron en el programa 

SLIDE. 
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6. RESULTADOS 
 

Obstrucción inducida por OVA 
Una hora después del reto antigénico por la exposición a OVA se evaluó la bronco-

obstrucción en cobayos agudos (3 retos) y crónicos (12 retos). El promedio del ÍB 

(Figura 13) muestra que sólo los cobayos del modelo de asma muestran un aumento 

en la obstrucción. 
 

 
Figura 13. Bronco-obstrucción inducida por OVA en cobayos. Los valores de íB fueron significativamente 

diferentes entre los cobayos del modelo de asma y los cobayos del grupo NR y grupos controles (p<0.01). A los 

cobayos controles se les nebulizó con SSF. 
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Intensidad de la marca de laminina en el intersticio del músculo liso bronquial 
En una micrografía en detalle del músculo liso bronquial se observó que la laminina 

se expresa principalmente en el intersticio que rodea al músculo liso (color rojo, Fig. 

14), encontrándose en todos los grupos estudiados (Fig. 15).  

La expresión de laminina en los cobayos tanto agudos (3 retos) como crónicos (12 

retos) del modelo de asma y controles es visualmente muy similar, así mismo con 

los cobayos NR agudos. Los cobayos NR crónicos mostraron un aumento en la 

marca de laminina, tanto en intensidad como en distribución (Fig. 15).  

 

 

Figura 14. Detalle del músculo liso bronquial. La laminina en el músculo liso (ML) parece estar envolviendo a 
las células musculares (flecha negra). Línea de escala igual a 200 µm. Aumento 100x. Ep (epitelio). 

 

Para determinar si las diferencias observadas mostraban una diferencia 

estadísticamente significativa se realizó un estudio semicuantitativo donde se midió 

la intensidad de marca inmunológica de la laminina en intersticio del músculo liso. 

Los grupos del modelo agudo no mostraron diferencias significativas en la expresión 

de laminina entre sí. Los cobayos NR crónicos mostraron un aumento significativo 

(p<0.001) en la expresión de laminina respecto a los grupos controles y modelo de 

asma crónico al igual que respecto a los cobayos NR agudos (Fig. 16). 

Ep 

ML 
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 Figura 15. Marca de laminina en el intersticio del músculo liso bronquial. Del lado izquierdo se encuentran los cobayos 
agudos, a la derecha los crónicos. La marca de inmunihistoquímica se observa de color rojo (flechas negras) sobre el 
músculo liso. Los cobayos NR crónicos mostraron una mayor marca de laminina tanto en dispersión como en intensidad. 
ML (músculo liso), Ep (epitelio), C (cartílago), *(adventicia), línea de escala igual a 200 µm. Aumento 40x. 
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Figura 16. Intensidad de marca de laminina en el intersticio del músculo liso bronquial. En color negro se 

observan los cobayos agudos (3 retos, 35 días), en las barras rayadas se muestran los cobayos crónicos (12 

retos, 125 días). Hubo diferencias significativas sólo en cobayos NR del modelo crónico. *p<0.001. ANOVA 

(Bonferroni). 

 
 
Intensidad de marca de laminina en el intersticio del músculo liso arterial 
intrapulmonar 
La marca de laminina también se observó sobre el intersticio del músculo liso arterial 

intrapulmonar (Fig. 17). 

La expresión de laminina fue muy similar a la que se encontró en el músculo liso 

bronquial, expresándose visualmente de forma mínima y similar en todos los grupos 

de cobayos a excepción de los cobayos NR crónicos, donde la expresión de 

laminina es mayor en el músculo liso arterial intrapulmonar (Fig. 18). 

Al hacer una comparación visual entre los grupos de agudos y crónicos el número 

de retos no presentó un efecto en la expresión de laminina, ya sea en cobayos 

control o en el modelo de asma, por otro lado, al comparar los cobayos NR agudos 
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con los NR crónicos se observó que la laminina está incrementada en los NR 

crónicos. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Detalle del músculo liso arterial intrapulmonar. En el músculo liso se puede observar como la marca 
de laminina se expresa en el intersticio de las células musculares (flecha negra). En (endotelio), línea de escala 
igual a 200 µm. Aumento 100x. 

 

El análisis estadístico de la intensidad de marca de laminina mostró que la expresión 

de laminina en los cobayos de los grupos agudos permaneció de manera constante 

sin presentar diferencias significativas entre ellos, lo mismo ocurrió en los cobayos 

crónicos control y modelo de asma (Fig. 19). 

El grupo de los cobayos NR crónicos fue el único en presentar un aumento 

significativo (p< 0.001) en la expresión de laminina sobre el músculo liso arterial 

intrapulmonar (Fig. 19).  

E
n
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 Figura 18. Marca de laminina en el intersticio del músculo liso arterial intrapulmonar. Del lado izquierdo se muestran los 
cobayos agudos, en el lado derecho se muestran los cobayos crónicos. La marca de laminina es de color rojo (flechas 
negras) y se expresa sobre el músculo liso. La laminina se vio aumentada en el músculo liso vascular pulmonar de los 
cobayos NR crónicos (esquina inferior derecha). ML (músculo liso), En (endotelio), * (adventicia). Línea de escala igual a 
200 µm. Aumento 40x. 
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Figura 19. Intensidad de la marca de laminina en el intersticio del músculo liso vascular pulmonar. Las barras 
de color negro representan a los cobayos agudos (3 retos, 35 días), las barras rayadas a los cobayos crónicos 
(12 retos, 125 días). Con la prueba de ANOVA (Bonferroni) se determinó que la expresión de laminina aumenta 
significativamente sólo en los cobayos NR crónicos, respecto al modelo de asma y el control (crónicos) 
*p<0.001. 
 
 
Intensidad de marca de la subunidad de integrina α6 en músculo liso bronquial 
La subunidad de integrina α6 es un receptor celular para laminina, es por ello que 

también se estudió su expresión en músculo liso bronquial y vascular pulmonar. 

Las microfotografías muestran los resultados de la expresión de la subunidad de 

integrina α6 en el músculo liso bronquial (Fig. 20), donde se observa que la 

subunidad de integrina α6 se expresa en todos los grupos, aumentando en los 

grupos crónicos respecto a los agudos. 

Particularmente los cobayos NR agudos y crónicos tienen una marca más intensa 

en comparación con los otros grupos agudos y crónicos respectivamente. 

 

 

 



 

37 

 

 

Figura 20. Marca de la subunidad de integrina α6 en el músculo liso bronquial. A la izquierda se encuentran los cobayos 
agudos, a la derecha los cobayos crónicos. La marca de integrina α6 se observa de color rojo (flecha negra) sobre el 
músculo liso. La integrina α6 se incrementó en el modelo de asma crónico y en ambos NR, especialmente en el crónico. 
ML (músculo liso), Ep (epitelio), C (cartílago), * (adventicia), línea de escala igual a 200 µm. Aumento 40x. 
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En la figura 21 se muestran los resultados del análisis estadístico de la intensidad 

de marca de la subunidad de integrina α6 sobre el músculo liso bronquial. La marca 

se ve aumentada en todos los grupos crónicos en comparación a los grupos agudos 

(incluyendo a los controles). Por otra parte, en los grupos agudos aumenta en el 

NR, mientras que en los grupos crónicos aumenta en el modelo de asma y en el 

cobayo NR (p<0.001).  

La marca de la subunidad de integrina α6 se incrementa, al parecer, por múltiples 

factores, entre ellos, la edad del cobayo (ya que los cobayos agudos tuvieron un 

menor número de retos que los cobayos crónicos), por ser un modelo de asma 

(crónicos) o por ser NR (Fig. 21). 

 
Figura 21. Intensidad de la marca de la subunidad de integrina α6 en el músculo liso bronquial. En barras negras 
se muestran los cobayos agudos (3 retos, 35 días), en barras rayadas se muestran los cobayos crónicos (12 
retos, 125 días). El análisis de ANOVA (Bonferroni) muestra que hay diferencias significativas en modelos 
agudos y crónicos, así como en el modelo de asma y los NR. *p<0.05, **p<0.001. 
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Intensidad de la subunidad de integrina α6 en músculo liso arterial 
intrapulmonar 
La marca de la subunidad de integrina α6 se observa en todos los grupos, en 

especial en los grupos crónicos (Fig. 22), donde la subunidad de integrina α6 está 

más intensa.  

Los cobayos NR agudos muestran un aumento de la subunidad de integrina α6 en 

el músculo liso arterial intrapulmonar en comparación con el control y modelo de 

asma agudos, ocurre lo mismo con los cobayos NR crónicos en relación con el 

control y modelo de asma crónicos (Fig. 22). 

Al igual que lo ocurrido con la expresión de la subunidad de integrina α6 en el 

músculo liso bronquial, el análisis estadístico (Fig. 23) muestra que la subunidad de 

integrina α6 en el músculo liso arterial intrapulmonar se incrementa por múltiples 

factores, como el hecho de que los grupos sean agudos, crónicos o NR. 
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Figura 22. Marca de la subunidad de integrina α6 en el músculo liso arterial intrapulmonar. Del lado izquierdo se observan los cobayos 
agudos, del lado derecho los cobayos crónicos. La marca de integrina α6 se observa de color rojo (flechas negras) sobre el músculo 
liso. La marca esta incrementada en el modelo de asma crónicos y en ambos NR, especialmente en el crónico. ML (músculo liso), 
En (endotelio), * (tejido conjuntivo). Línea de escala igual a 200 µm. Aumento 40x 
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Figura 23. Intensidad de marca de la subunidad de integrina α6 en el músculo liso arterial intrapulmonar. Con 

la prueba de ANOVA (Bonferroni), se puede observar que un mayor número de retos en el caso del modelo de 

asma y NR aumenta la expresión de integrina α6. Ambos NR presentaron mayor expresión de integrina α6 en 

comparación con los controles y los modelos de asma. *p<0.05, **p<0.001. 

 
 
Correlación de laminina y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso 
bronquial  
En la siguiente gráfica se muestra la correlación entre las expresiones de laminina 

y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso bronquial (Fig. 24).  Cuando 

aumenta la expresión de laminina lo hace también la subunidad de integrina α6 

(r=0.725, p<0.0001, n=24) indicando una relación entre la expresión de las dos 

proteínas. 
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Figura 24. Correlación de la expresión de laminina y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso bronquial. 

r= coeficiente de correlación de Spearman. 

  

Correlación de laminina y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso 
arterial intrapulmonar 
La siguiente gráfica (Fig. 25) muestra la correlación entre la expresión de laminina 

y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso arterial intrapulmonar. El valor de 

r=0.552 (p<0.0001, n=24) indica que existe una relación positiva entre la laminina y 

la subunidad de integrina α6, es decir, se comportan de una forma similar 

aumentando una cuando la otra aumenta, ya sea en controles, modelo de asma o 

no respondedores. 

La relación en la expresión de la laminina y su receptor la subunidad de integrina 

α6 es similar tanto en el músculo liso bronquial como en el músculo liso arterial 

intrapulmonar. 
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Figura 25. Correlación en la expresión de laminina y la subunidad de integrina α6 en el músculo liso arterial 
intrapulmonar. r= coeficiente de correlación de Spearman. 
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7. DISCUSIÓN 
El músculo liso es el tejido más importante en el desarrollo de la contracción; no 

obstante, se sabe que el músculo liso es multifuncional27,74 se le ha involucrado en 

otros procesos como proliferación, crecimiento y síntesis de una gran cantidad de 

moléculas durante el daño. Durante el asma el músculo liso bronquial presenta 

hipercontractilidad e hiperplasia mientras que el músculo liso vascular pulmonar es 

hiperproliferante98,99,110. Nuestros resultados mostraron que en todos los grupos la 

laminina se expresó de manera similar en ambos músculos lisos, bronquial y arterial 

intrapulmonar, a excepción del grupo NR crónico donde la laminina tuvo una alta 

expresión.  

La laminina es una proteína de matriz extracelular que regula la proliferación y 

supervivencia del músculo liso, además de promover un fenotipo 

hipercontráctil72,98,99,100, por este hecho se esperaba que la laminina se 

incrementara en aquellos cobayos que presentan hiperreactividad del músculo liso 

bronquial (cobayos modelo de asma y NR agudos) y en el músculo liso arterial 

intrapulmonar de cobayos sin angionesis (cobayos control) donde se ha observado 

que la laminina inhibe la proliferación de miocitos98, contrario a esto, los resultados 

mostraron una alta expresión de laminina en el músculo liso bronquial de los 

cobayos NR crónicos donde no hay hiperractividad  y en el músculo liso arterial 

intrapulmonar donde no hay hiperplasia. Por lo cual sugerimos que la laminina 

probablemente no tiene un efecto en el mantenimiento de un fenotipo hipercontráctil 

del músculo liso bronquial en cobayos modelo de asma, al no incrementarse en los 

cobayos con hiperreactividad, pero sí en los NR crónicos que no presentan ésta 

característica. Debido que no está expresada de igual forma en el musculo liso 

arterial intrapulmonar de cobayos modelo de asma y control sugiere que no se 

relaciona con la angiogénesis en el asma. 

 

Con nuestros resultados hipotetizamos que la alta expresión de laminina en el 

músculo liso bronquial y arterial intrapulmonar en los cobayos NR crónicos pudiera 

tener un papel en la contención de la respuesta alérgica común. Por ejemplo, los 

resultados sugieren que el incremento de la laminina en el músculo liso arterial 
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intrapulmonar y bronquial de cobayos NR crónicos podría tener un efecto en regular 

el crecimiento del músculo ante el reto antígeno. 

Por otra parte, un estudio reciente describe que los cobayos modelo de asma 

presentan un perfil inmunológico rico en linfocitos Th2, cuyas citocinas producen 

una respuesta inflamatoria alérgica con producción de IgE, y eosinófilos, por otro 

lado, los cobayos NR crónicos no presentan esas células, sino que presentan 

linfocitos Th1, que producen una respuesta inflamatoria a parásitos intracelulares, 

Tregs, que regulan las respuestas inflamatorias, y neutrófilos110,119. 

La alta expresión de laminina, observada en nuestros experimentos, en el músculo 

liso bronquial y arterial intrapulmonar de los cobayos NR crónicos podría influir en 

mantener el perfil inmunológico de linfocitos Th1 y neutrófilos al facilitar su adhesión 

y migración ya que se ha reportado que los neutrófilos y linfocitos Th1 expresan 

mayor cantidad de integrina α6β1, un receptor para laminina, en comparación a los 

linfocitos Th2120,121,122. A demás, Colantonio y colaboradores121 estudiaron los 

receptores integrina α6β1 en linfocitos Th1 y Th2, y cómo, la laminina influye sobre 

éstas células en cuanto a su migración, sus resultados destacaron que la interacción 

de integrina α6β1 con la laminina promueve la migración preferencial de linfocitos 

Th1.  

 

Al medir la expresión de uno de los receptores celulares para laminina, la subunidad 

de integrina α6, se observó qué a comparación de la laminina, la subunidad de 

integrina α6 se incrementó de forma significativa en un mayor número de grupos. 

En este sentido, la subunidad de integrina α6 aumenta en relación con el número 

de retos, así como en los cobayos del modelo de asma y también en los NR. Por lo 

tanto, el incremento de la subunidad de integrina α6 podría deberse a múltiples 

factores. Así mismo, encontramos que la expresión de la subunidad de integrina α6 

está correlacionada con la de laminina en el músculo liso bronquial y vascular 

pulmonar. 

 

Los cobayos NR agudos tienen hiperreactividad, pero no bronco-obstrucción por el 

alérgeno, una condición muy similar a lo que sucede en humanos. La 
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hiperreactividad asintomática (sin bronco-obstrucción por alérgeno) puede preceder 

el asma, es decir los pacientes que tienen hiperreactividad asintomática llegan a 

desarrollar asma después de un tiempo determinado (3 años aproximadamente)111, 

aunque es una condición poco estudiada, puede ser muy similar a lo que ocurre con 

los cobayos NR tanto agudos como crónicos. La alta expresión de laminina en los 

cobayos NR crónicos puede ser un marcador que ayude a la detección de este 

padecimiento y prestar mayor atención a los pacientes que puedan desarrollar asma 

en un futuro, para ello son necesarios otros estudios que determinen si la laminina 

también aumenta en LBA o en el plasma sanguíneo, y si esto es posible aplicarlo 

en humanos. 

 

 

8. CONCLUSIÓN  
Los cobayos NR son diferentes a los cobayos modelo de asma y controles, no solo 

en la respuesta bronco-obstructiva, sino se ha reportado que también en el perfil de 

células inmunológicas. Los resultados obtenidos en éste trabajo mostraron que los 

cobayos NR crónicos además tienen un aumento en la expresión de laminina en el 

músculo liso bronquial y en el músculo liso arterial intrapulmonar que no está 

asociada a la hipercontractilidad de la vía aérea. Por otra parte, es posible que la 

laminina participe en la contención de la proliferación de músculo liso arterial 

intrapulmonar así como de la respuesta bronco obstructiva crónica alérgica, a la vez 

que puede facilitar el fenotipo de linfocitos Th1, los cuales tienen un mayor número 

de receptores para laminina (integrina α6β1). 
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