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RESUMEN

Introduccion: El asma es una enfermedad crénica que se caracteriza por presentar
obstruccion reversible del flujo de aire, hiperreactividad e inflamacion. La
inflamacion persistente provoca cambios patolégicos en la via aérea mejor
conocidos como remodelacion, que incluye: hiperplasia e hipertrofia de células
musculares y acumulacién de componentes de matriz extracelular, como
fibronectina, elastina, laminina y colagenas |, lll, IV y V. Los vasos sanguineos
pulmonares también presentan remodelacion, generalmente hiperplasia. En el
asma atdpica el musculo liso presenta hiperreactividad que podria relacionarse con
las alteraciones de la matriz extracelular ya que la acumulacion alterada de matriz
extracelular puede alterar el calibre de la via aérea y la funcion del musculo liso.
Para la investigacion del asma se emplean modelos animales experimentales como
el del cobayo, donde es posible desarrollar modelos de asma mediante
sensibilizacion a antigenos y observar la bronco-obstruccion inducida por el reto
antigénico. Durante la sensibilizacion algunos cobayos del modelo del asma no
presentan bronco-obstruccidén después de un reto (cobayos no respondedores). Los
cobayos no respondedores (NR) no sélo tienen una respuesta fisiologica diferente
a los cobayos modelo de asma, sino que también presentan diferencias en el perfil
de células inmunoldgicas presentes en el pulmon. Mientras que los cobayos modelo
de asma presentan siempre células Th2 y eosindfilos, los cobayos NR presentan
linfocitos Treg, Th1 y neutrdfilos. Otra caracteristica de los cobayos NR croénicos,
esto es con mayor numero de retos antigénicos, es que pierden la hiperreactividad
de la via aérea. La laminina es un componente de la matriz extracelular que ha
demostrado regular la supervivencia de las células del musculo liso en el bronquio,
asi como en mantener un fenotipo hipercontractil. Este trabajo se enfoc6 a observar
la presencia de laminina y su receptor, especificamente la subunidad de integrina
a6, en el musculo liso bronquial y vascular pulmonar de cobayos modelo de asma
y NR, ya que como la laminina esta relacionada con mantener el fenotipo contractil
hipotetizamos encontrarla en mayor cantidad en el modelo de asma y NR agudos.
Método: Los cobayos fueron sensibilizados con ovoalbumina (OVA) y cada 10 dias
fueron retados con el antigeno (OVA), formando 2 grupos, un grupo agudo de 3
retos (35 dias) y un grupo crénico de 12 retos (125 dias). Cada grupo se subdividio
en controles, modelo de asma y NR con 4 cobayos cada uno. Mediante
inmunohistoquimica se observé la presencia de laminina y de la subunidad de
integrina a6 en el musculo liso bronquial y vascular pulmonar de cada cobayo.
Utilizando el programa Image J se determind la intensidad de marca
inmunohistoquimica tanto de laminina como de la subunidad de integrina a6 en los
musculos. Resultados: Los cobayos NR cronicos presentaron un aumento en la
expresion de laminina, mientras que se mantuvo similar en los demas grupos, éste
incremento se presentd tanto en musculo liso bronquial como vascular pulmonar.
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La subunidad de integrina a6 en comparacion de la laminina, se incrementd de
forma significativa en cobayos crénicos, en modelos de asma y en NR. Conclusion:
Se esperaba que la laminina se incrementara en aquellos cobayos que presentan
hiperreactividad del musculo 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 contraccion del musculo liso bronquial. Tampoco tiene un
efecto en la proliferacién de los vasos sanguineos pulmonares. Es probable que la
laminina participe en la contencidn cronica de la respuesta obstructiva alérgica ya
que se ha visto en otros estudios que el perfil de linfocitos Th1 se asocia con la alta
expresion de laminina.



1. INTRODUCCION

1.1 Vias aéreas

El tracto respiratorio esta funcionalmente dividido en la parte conductora (también
conocida como via aérea) y en la parte de intercambio de gases. Las vias aéreas
estan anatdmicamente divididas en la parte superior y en la parte inferior: las vias
aéreas superiores se extienden desde las fosas nasales y la boca hasta la laringe y
las vias aéreas inferiores de la laringe al bronquiolo’ (Fig. 1).

Cada parte de las vias aéreas tiene funciones especializadas: humidificacion,

filtracion del aire y el sentido del olfato en la nariz, asi como fonacion en la laringe.

PASAJES CONDUCTORES

Via respiratoria superior

Cavidad nasal ’ =<

Faringe

Laringe

=

£
p . e com y =
Via respiratoria inferior =
3
i
|

Traquea -

Bronquios : -

Bronquiolos -

Figura 1. Divisiones de la via aérea. Modificado de US National Cancer
Institute's Surveillance, Epidemiology and End Results (SEER) 2015.
http://training.seer.cancer.gov/anatomy/respiratory/passages/.

En general las vias aéreas tienen como principal funcion la conduccion de aire hasta
los alveolos y tienen caracteristicas histolégicas 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 via

aérea, la capa muscular que se compone de musculo liso y se encuentra en
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bronquios y bronquiolos, finalmente se encuentra la capa adventicia que contiene
cartilago 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 lamina propia de tejido conjuntivo
(humidifica el aire y protege a la via aérea de particulas y patégenos), una capa
muscular, que se compone de una capa continua de musculo liso alrededor del
bronquio, una capa submucosa, formada de tejido conjuntivo con glandulas, una
capa cartilaginosa, compuesta por placas de cartilago que da forma a la estructura
y finalmente, la capa adventicia, compuesta por tejido conjuntivo que se encuentra
adyacente a otras estructuras del pulmén23. El musculo liso de las vias aéreas
presenta un alto contenido de matriz extracelular®. Las propiedades mecanicas del

musculo liso se ven alteradas en enfermedades como el asma® 6.

1.2 ASMA

1.2.1 Definicién

El asma es una enfermedad cronica que se caracteriza por presentar obstruccion
reversible del flujo del aire, hiperreactividad e inflamacion’. También se caracteriza
por crisis recurrentes de disnea, tos y sibilancias, que varian en severidad vy
frecuencia de persona a persona. Las interacciones de estas caracteristicas

determinan las manifestaciones clinicas y la severidad del asma&.

1.2.2 Etiologia

Se ha sugerido que los inicios del asma en una persona se originan en edades
tempranas de la vida y su expresion 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 disposicidon inherente de aumentar la produccion de IgE especifica
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para factores ambientales comunes conocida como atopia, asi como la alergia que
lleva a una respuesta exacerbada del sistema inmune a sustancias externas y
pueden provocar manifestaciones clinicas como inflamacion’®. 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 virales®.

Algunas causas y desencadenantes de un ataque asmatico son comunes a todas
las personas que sufren la enfermedad, pero hay también diferencias individuales

segun el fenotipo que se presented.

1.2.3 Epidemiologia

El asma es una enfermedad que afecta aproximadamente a 235 millones de
personas en el mundo, siendo uno de los padecimientos no contagiosos mas
comunes entre nifios®. La Organizacion Mundial de la Salud estima 250 000 muertes
por asma al afio en todo el mundo, afectando a todos los paises sin importar su nivel
de desarrollo econdmico, sin embargo, muchas de las muertes relacionadas con el
asma se dan en paises con mayor numero de personas de bajos ingresos.

En los ultimos afos, instituciones médicas en México y el mundo han reportado un
aumento en el numero de pacientes con asma, y sugieren que esta tendencia
aumentara gradualmente'®. Muchos estudios realizados en México han revelado
una cercana correlacion entre el aire contaminado y el asma, registrando 300
nuevos casos en 2013". Los datos mundiales de mortalidad de la Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico ubica a México como el tercer pais

con mayor mortalidad por asma’?.

1.3 BRONCO-OBTRUCCION

La disminucién del flujo aéreo es causada por una disminucion del calibre de la via
aérea, en especial durante la espiracion. La obstruccion de la via aérea (también
conocido como broncoespasmo) puede deberse a uno o varios de los siguientes

factores: Contracciéon del musculo liso, aumento de la secrecion de moco o
5



engrosamiento de la pared traqueobronquial® 13 14 (Fig. 2). Este engrosamiento se
debe a procesos de reparacién, que es caracterizado por el incremento de musculo
liso y fibrosis™®.

La bronco-obstruccion es una caracteristica del asma atdpica y la causa principal
es la hiperreactividad del musculo liso de la via aérea, el musculo liso es capaz de
contraerse ante diversos estimulos reduciendo el calibre de la via aérea a medida
que se contrae. Las causas que provocan la hiperreactividad pueden ser complejas,
desde un mayor numero de receptores a agentes contractiles hasta cambios en las

células del musculo liso (hipertrofia)'® 7.

Bronquiolo normal Bronquiolo asmatico

Figura 2. A la izquierda se observa un bronquio sano. A la derecha se puede
observar un bronquio con obstruccién que se puede dar por la secrecién de moco
(mediante factores inflamatorios) y/o por el estrechamiento del musculo liso que
rodea a la via aérea. Modificado de University of Lowa Children’s Hospital. 2015.
www.uichildrens.org/childrens-content.aspx?id=228741.

1.4 HIPERREACTIVIDAD

La hiperreactividad bronquial esta definida como un estrechamiento del calibre de
las vias aéreas y se manifiesta como una respuesta de obstruccién exagerada a
estimulos que no provoca ninguna reaccion en individuos sanos, donde el mayor
efector es el musculo liso. La hiperreactividad es una caracteristica fundamental del
asma, pero no todos los pacientes con episodios recurrentes de sintomas de asma
tienen hiperreactividad y algunos que no tienen sintomas respiratorios muestran

signos de hiperreactividad'® 1920,



La hiperreactividad puede medirse usando varios bronconstrictores. Estos pueden
clasificarse en dos categorias: estimulantes directos, como histamina y metacolina
que actuan directamente sobre el musculo liso, e indirectos por la estimulacion de
liberacion de mediadores inflamatorios?® 2'. 22 23 Esta respuesta se evalla por
medio de la dosis provocativa 20 (DP2), que se refiere a la concentraciéon del agente
para inducir una disminucién del 20% en la funciéon pulmonar y el parametro que
evalua directamente la obstruccion 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 disminucion del 20%
del FEV1 (Fig. 3), mientras que en pacientes asmaticos estas concentraciones son
menores?* 25,

50 Asma severa

40—
Asma moderada

30
FEV,

(%)

204

Normal

10

I I
I I
I |
I |
I l
I |
v 4
I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
25 5 1 2 4 8 16 32 8B4 128 258
Histamina o metacolina (mg/mil)

Figura 3. Curva de histamina 6 metacolina. En individuos sanos la concentracién necesaria
para inducir una caida del 20% de la FEV1 es mayor en comparacién a la necesaria para
provocar el mismo efecto en un individuo con asma. Mientras mas cronica sea el asma la
sensibilidad a la histamina o metacolina aumentara. Modificado de Partners health care.
Asthma Center 2010. http://www.asthma.partners.org/NewFiles/\WWoolcockWhatlsAsthma.html.

Algunos factores inflamatorios se han asociado a la hiperreactividad del musculo

liso, asi como células del sistema inmune, eosindfilos y células cebadas?.



1.5 MUSCULO LISO

El musculo liso esta formado por una asociacién de células alargadas generalmente
dispuestas en capas alrededor de érganos huecos como el sistema respiratorio. Su
contraccion y relajacion depende del sistema nervioso auténomo, endocrino y
metabolitos locales?% 27

En cada célula del musculo 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 contraccion del musculo liso?® 2° (Fig. 4).

Relajado Contraido

Nucleo

Filamentos de
miosina

Figura 4. Contraccion del musculo 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 masculo liso puede responder a lesiones y tiene organulos secretores (aparato
de Golgi y reticulo endoplasmico) bien desarrollados, por o que son capaces de

secretar colagena tipo Il y IV, asi como elastina, proteoglucanos y glucoproteinas?.



1.5.1 Musculo liso de las vias aéreas

El musculo liso se encuentra desde la traquea hasta los bronquiolos, su estado de
contraccion es modulado por una variedad de agonistas extracelulares que se unen
a los receptores de membrana, provocando una reduccion en el diametro de la via
aérea®. El sistema nervioso auténomo es un regulador de la contraccion del
musculo liso al liberar neurotransmisores excitadores e inhibidores, adicionalmente
las células epiteliales, inflamatorias y aquellas que se localizan en la pared de la via
aérea son capaces de liberar mediadores como: histamina, endotelina, ATP y otros
metabolitos que pueden modular la contraccion a través de receptores de
membrana3'- 32 33,

Debido a que no se ha encontrado una funcién especifica del musculo liso de la via
aérea algunos autores han especulado que puede ser una reminiscencia del
desarrollo embrioldgico3* 3. Sin embargo, la peristalsis producida por la contraccion
del musculo para asistir la exhalacién, el movimiento de moco y el mantenimiento
de la estructura de la via aérea son posibles funciones de éste musculo36 3738 g
pesar de no tener una funcién clara en la via aérea su contraccion es asociada con
condiciones patologicas, por ejemplo, en el asma se han observado anormalidades

estructurales, morfoldgicas y funcionales en el musculo liso3° 40

1.5.2 Musculo liso vascular

El musculo liso vascular se encuentra rodeando los vasos sanguineos, siendo uno
de sus principales componentes. Lleva a cabo un papel importante en la
vasoactividad, asi como en la produccién de matriz extracelular durante el desarrollo
embrionario y la remodelacién (en caso de lesiones) de la pared del vaso en edad
adulta. También es en parte responsable de la regulacion de la presion sanguinea
y la redistribucion del flujo sanguineo y otras sustancias solubles*! 42,

La contraccion del musculo liso vascular suele ser prolongada y puede ser iniciada
por estimulos mecanicos, eléctricos y quimicos (norepinefrina, angiotensina,

vasopresina, endotelina)*3.



Como en el caso del musculo liso de la via aérea, Carrol** (1997) y Hong (2001)*
han registrado cambios en el musculo liso de los vasos sanguineos pulmonares en

pacientes asmaticos.

1.6 CAMBIOS ESTRUCTURALES EN EL ASMA

La remodelacion se refiere generalmente al engrosamiento de la pared de la via
aérea, asi como diversas alteraciones incluyendo: anormalidades en el epitelio,
engrosamiento de la membrana subepitelial, alteraciones en la deposicion de matriz
extracelular, angiogénesis e incremento en la masa del musculo liso, siendo una
desregulacion de las subpoblaciones de linfocitos T cooperadores (Th1/Th2) una de
las principales causas. Los eosindfilos, interleucinas (IL), citocina Th2 (IL-3, IL-4, IL-
5, IL-9, IL-13), células cebadas y anticuerpos IgE son los principales factores
inmunoldgicos encontrados en lavados bronqueoalveolares, causantes de
inflamacidn?6. 47, 48, 49,

El epitelio respiratorio forma una barrera entre el medio externo y las vias aéreas.
En el asma ésta barrera sufre dafios y no tiene un buen aislamiento, contribuyendo
a la hiperreactividad y liberacion de citocinas inflamatorias por células del sistema
inmune. Ademas las células epiteliales dafiadas, liberan un gran numero de factores
de crecimiento, entre ellos el factor de crecimiento epidermal (EGF), factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante 3
(TGF-B) que transforma las células epiteliales a mesenquimales que pueden
diferenciarse en fibroblastos o miofibroblastos y factor de crecimiento endotelial
vascular (VEGF), asi como acetilcolina, liberada por las terminaciones nerviosas,
que puede contribuir a la remodelacion al inducir el crecimiento de células del
musculo liso, deposicién de matriz extracelular y angiogenesis®0:51.52.53,

Las células cebadas también promueven la proliferacion de fibroblastos ya que al
degranularse liberan serina proteasas y triptasas, que son potentes estimulantes
para proliferacion, de la misma forma promueven la proliferacion de células de

musculo liso*9:53:54,
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1.6.1 Remodelacién en el musculo liso de las vias aéreas
El musculo liso de la via aérea es el principal responsable de la obstruccion
observada en el asma debido a que presenta hipercontractilidad que provoca una
reduccion en el calibre de la via aérea y la hiperreactividad que a su vez se relaciona
con los sintomas y con la severidad de la enfermedad?®% %657, 58,
Aunque aun no esta claro por qué el musculo liso es hiperreactor se ha intentado
explicar por un aumento en las cadenas de miosina, mayor numero de receptores a
mediadores de contraccion, aumento de la masa muscular, mayor liberacién de
mediadores contractiles (principalmente factores inflamatorios de células cebadas y
citocinas Th2, IL-5, IL-3) o baja liberacion de mediadores relajantes®®: 60.61.62,
La célula del musculo 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 activacion de células
cebadas que al degranularse provocan contraccion y dafio a las células
musculares®® 64 65 66 Ademas el musculo liso de la via aérea es capaz de
remodelarse y proliferar en respuesta al dafio y a la exposicion a factores de
crecimiento y mediadores liberados durante la inflamacién alérgica tanto in vitro
como in vivo, no obstante la relacién inflamacion-remodelacion es compleja y no
esta completamente comprendida®’.
Los mecanismos de remodelacion en el musculo liso de la via aérea involucran
hiperplasia e hipertrofia, asi como deposicion de matriz extracelular®®. La hiperplasia
puede ser resultado de 3 factores: proliferacion del musculo liso, reduccion de la
apoptosis o por migracion y diferenciacion de miofibroblastos a células
musculares®® 69, La hipertrofia esta asociada a un aumento de la enzima cinasa de
la cadena ligera de miosina (MLCK), relacionado directamente con Ila
hiperreactividad, aunque no es el Unico factor causante de ésta’®. Tanto la
hiperplasia como la hipertrofia pueden depender en cierto grado de la matriz
extracelular’ 72,
La matriz extracelular es una estructura dinamica que rodea a las células del
musculo constituida por depdsitos de proteinas, incluyendo: fibronectina, elastina,
laminina, colagena |, lll, IV, V, producidas por los miocitos”® 74. Las células del
11



musculo liso en asmaticos producen mayor cantidad de matriz y las proporciones
de sus elementos se encuentran alterados, hay mayor deposicion de colagena |,
fibras elasticas y menor produccién de laminina a1, también se encuentra mayor
cantidad de laminina que es depositada probablemente por el epitelio o
miofibroblastos. Es importante sefialar que las células musculares pueden
desdiferenciarse a miofibroblastos teniendo mayor capacidad de secretar matriz
extracelular’ 78, El crecimiento anormal de la matriz extracelular se debe a factores
transformantes como TGF- y mediadores inflamatorios, incrementados en el asma
por células cebadas y del musculo liso®* 77,

La deposicion alterada de proteinas de matriz extracelular puede alterar las
propiedades mecanicas (como la contraccion del musculo liso), asi como la
regulacion de la supervivencia, migracion, secrecion de citocinas y crecimiento de
las células de musculo liso®7 78. 79,

Se ha reportado que la inflamacion no controlada esta relacionada con el grado de
remodelacion de las vias aéreas, debido a constantes procesos de
dario/reparacion® 81, Sin embargo recientes estudios han demostrado que la edad
(individuos jovenes y maduros) no parece estar relacionada con un incremento en
la deposicion de colagena subepitelial ni de matriz extracelular en el musculo liso
en el asma (siendo mayor que en individuos control), pero si con el engrosamiento

de la via aérea’® 82,

1.6.2 Remodelacién en el musculo liso vascular

Muchos mediadores y factores de crecimiento que son liberados en la inflamacion
de la via aérea en el asma como la histamina, prostaglandinas, leucotrienos y
citocinas estan involucrados en respuestas de angiogenesis, vasodilataciéon y
remodelaciéon de la vasculatura bronquial®3. VEGF es una citocina que induce la
angiogénesis y aumenta la permeabilidad de los vasos sanguineos, siendo el
musculo liso en estado de remodelacion liberador de grandes cantidades de
VEGF?84+ 85,
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Como parte del proceso de remodelacion de los vasos sanguineos en el asma se
ha registrado un aumento en el tamario y en el nimero de vasos por area®: &,
aungue otras investigaciones no han encontrado angiogenesis®’.

Cada componente de la remodelacién vascular es una respuesta a mediadores
inflamatorios y factores de crecimiento. Por si mismos los vasos sanguineos actuan
como entrada para células inflamatorias y por ello modifican y autorregulan la
funcion endotelial®.

La acumulacion anormal de matriz extracelular es un factor importante en las
patofisiologia de las lesiones vasculares, provocando el engrosamiento del vaso
sanguineo. La primera respuesta de la remodelacion es la proliferacion y migracion
de células de musculo liso vascular hacia la tunica intima donde comienzan a
sintetizar matriz extracelular formando una capa llamada “neointima” rica en

laminina (Fig. 5)889,

a. Migracion de células del musculo b. Formacion de "neointima"
liso vascular despues del dario rica en matriz extracelular

Dafio
vascular

Figura 5. Remodelacion de un vaso sanguineo. a) el dafio induce que células del musculo liso migren a la capa
intima. b) Las células del musculo liso comienzan a secretar matriz extracelular formando una capa neointima.
Modificada de Rouslahti E. Am Soc Clin Invest. 1997; 99 (6): 1149-1152.

1.7 Laminina e integrina
En el asma las células del musculo liso de la via aérea, asi como del musculo liso
vascular producen una mayor cantidad de matriz extracelular, que se caracteriza

por contener proporciones alteradas de las proteinas que la componen’: 76.88 | g
13



laminina es una proteina heterotrimérica de ~400 kDa formada por cadenas a, B y
Yy que tienen regiones de union especificas a otras proteinas como colagena,
integrinas, distroglucano, etc. (Fig. 6a), cada cadena de la laminina puede tener de
1 a 5 variantes genéticas que modifican su nombre y uniéon a otras proteinas®.
Contribuye en la formacién de matriz extracelular y tienen un papel importante en la
morfogénesis y homeostasis del tejido al regular funciones como la adhesion celular,
migracion y sefializacion de la matriz extracelular a la célula®®'. Estos procesos se
llevan a cabo por la capacidad que tienen a unirse a las membranas celulares a
través de las integrinas®.

Las integrinas son glucoproteinas transmembranales compuestas por una
subunidad a y una B que pesan de 90 a 160 kDa, son las principales proteinas
receptoras utilizadas en la célula para unirse y responder a la matriz extracelular,
regulando procesos celulares como migracion, fenotipo celular y apoptosis. La
subunidad 3 se ancla directa o indirectamente al citoesqueleto, principalmente a los
filamentos de actina, mientras que la subunidad a se une a otros componentes de
la matriz extracelular (Figura 6b) %,

Se han descrito 18 subunidaes a y 8 de la subunidad B en mamiferos, cada una
producida por un gen diferente de la familia de genes ITG (genes de integrinas). Su
combinacion determina la unién a otras proteinas. Entre las integrinas receptoras
para laminina se encuentran integrinas a1B1, a2B1, a6p31, a6p4, a7p1 y se anclan
a regiones especificas en la laminina (Figura 6a) 93 9495,

Particularmente la integrina a6 es expresada en epitelios, fibroblastos, asi como en
el desarrollo embrionario del pulmén y en musculo liso de vasos sanguineos®: %.
La union laminina-integrina tiene un papel muy importante en el musculo liso, por
ejemplo, la unién laminina-integrina a7 facilita un fenotipo contractil en los miocitos

de la via aérea®97,
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Figura 6. La laminina (a) es una proteina trimérica con regiones especificas para su unién con integrinas u
otras proteinas de matriz extracelular. La interaccién de los receptores celulares integrinas con la laminina
(b) permite la regulacién de diversos procesos en la célula. Modificado Colognato H, Yurchenco, P. Wiley
Liss, 2000; 218: 213-34.

1.7.1 El papel de la laminina y las integrinas en el musculo liso en

el asma

Las alteraciones en la matriz extracelular durante el asma potencialmente pueden
alterar el desarrollo de las caracteristicas del musculo liso, no obstante, las
integrinas también tienen una fuerte influencia en este aspecto®.
En el asma las células del musculo liso presentan hipertrofia, asi como una
reduccion en la apoptosis, que es provocada en parte, por componentes de la matriz
extracelular como fibronectina, laminina y colagena, que promueven fuertes senales
de supervivencia en las células del musculo liso de la via aérea mediante las
integrinas’® 71 72, Estudios mas especificos han demostrado que la aplicacion
exdgena de laminina-1 mantiene un fenotipo contractil en el musculo liso de la via
aérea, mientras que la produccién endégena de laminina-2 esta involucrada con la
15



maduracidén, supervivencia y fenotipo hipercontractil del musculo liso’® % %9, Las
integrinas son fundamentales para que estos procesos se lleven a cabo, por ejemplo
la integrina a731 es necesaria para mantener el fenotipo contractil en el musculo
liso de la via aérea que es inducido por laminina®’.

La interaccidn laminina-integrina a7B1 también es requerida para promover la
acumulacién de proteinas antiapoptoéticas y la activacion de vias de sefalizacion
que promueven la maduracion de las células del musculo liso de la via aérea'®,
La angiogénesis depende de la conexion entre laminina e integrina, donde la
principal integrina involucrada es av siendo mayormente expresada durante
lesiones inflamatorias’’. En el musculo liso vascular las integrinas a7p1, a1p1
promueven un fenotipo contractil, uniéndose a laminina, mientras que la integrina
04B1 promueve la diferenciacion’®? 103, Algunos estudios en musculo liso arterial
sugieren que la laminina promueve un fenotipo contractil al igual que en el musculo

liso bronquial'4.105,

1.7.2 Laminina-integrina a6

La integrina a6 es una proteina de 120 KDa y puede formar heterodimeros con la
subunidad 31, para la cual sus ligandos son laminina y VEGF, o bien con una
subunidad B4 donde tiene a laminina como Unico ligando'%: 107,

La integrina a6 es altamente expresada en células del musculo liso de la via aérea
que se encuentran en procesos de maduracion. En musculo liso vascular se ha
encontrado en asociacion con B4 y 1% 97. 192 Por otra parte, el incremento en la
expresion de laminina, un componente de la matriz extracelular, es asociado con el
musculo liso de la via aérea en el asma y con la remodelacion de vasos
sanguineos® 9% No se han realizado mayores estudios sobre la expresion de

integrina a6 en asma tanto en musculo liso de la via aérea o vascular.

1.8 Modelo de asma en el cobayo
El cobayo es el modelo in vivo mas utilizado preferencialmente en la investigacion
del asma alérgica, ya que desde la anatomia de las vias aéreas hasta la respuesta

inflamatoria es altamente similar a la observada en humanos. Los cobayos
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presentan bronco-obstruccion después de un reto antigénico con ovoalbumina
(OVA), asi como hiperreactividad y la remodelacion que se observa en el asma'®%.
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 10 | as caracteristicas
inmunoldgicas de los cobayos NR varian en gran medida en comparacion con los
cobayos respondedores, conocidos como modelo de asma, (tabla 1), siendo una de
las principales caracteristicas la presencia de células Th1 y T reguladoras en lugar

de Th2 caracteristicas del asma, y de neutrofilos en vez de eosindfilos™0.

Modelo de asma No respondedor

Agudo Cronico Agudo Cronico
IgE Si Si No No
IgG Si Si Si Si
Linfocitos Th1 No No No Si
Linfocitos Th2 Si Si No No
Linfocitos Th17A Si Si No No
Linfocitos Th3 No No Si Si
Linfocitos Tr1 No No Si No
Linfocitos Treg FOXP3+ No No Si Si
IL-4, IL-5 Si Si No No
IL-10 Si Si Si Si
IL-13 Si Si No No
IL-17A Si Si Si No
TNF-a Si Si No No
TGF-B Si Si No Si
Eosinofilia Si Si No No
Neutrofilia No No Si Si

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 inmunolégicas de ambos modelos. El
modelo agudo corresponde a 3 retos antigénicos y el cronico a 12 retos antigénicos. Ramos P, et al. 2013. Exp
Lung Research, 39. 136-145.

Otras caracteristicas de los cobayos NR son la presencia de fibrosis de la via aérea
y de hiperreactividad a la histamina, aunque la hiperreactividad se pierde en los
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cobayos NR crénicos. En otros estudios se sugiere que la hiperreactividad se puede
dar en ausencia de infiltrados inflamatorios en la via aérea, y ser producida por otros

factores, por ejemplo, por laminina e integrinas?’.
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2. JUSTIFICACION

El asma es uno de los desoérdenes funcionales mas importantes de las vias aéreas
que se caracteriza por obstruccion transitoria, inflamacion y una gran reactividad
que se desarrolla rapida e intensamente conocida como hiperreactividad de las
vias aéreas. Evidencias clinicas y experimentales han mostrado que la
hiperreactividad es un proceso multifactorial donde diferentes mecanismos actuan
en la via aérea, pero aun se desconoce el mecanismo preciso que la induce. De
manera interesante diversos estudios sefalan que algunos individuos que no
padecen de ninguna enfermedad O sintomas respiratorios también presentan
hiperreactividad de las vias aéreas. Esta condicion ha sido referida como
hiperreactividad asintomatica y su importancia clinica es motivo de debate; sin
embargo, se ha sugerido que puede preceder a la aparicion de asma ' 112, 113,114,
115, 116, 117_

En nuestro laboratorio hemos observado que existen cobayos respondedores y no
respondedores al reto antigénico (NR), éstos ultimos muestran las mismas
caracteristicas que la hiperreactividad asintomatica (no presentan bronco-
obstruccion, pero si hiperreactividad), por lo que podrian representar un buen grupo
de estudio de ésta condicion descrita en humanos.

Debido a que el musculo liso es el tejido mas importante en el desarrollo de la
hiperreactividad y a que la laminina, una proteina componente de la matriz
extracelular, mantiene el fenotipo contractil del musculo liso, este proyecto se dirige
a evaluar si la expresion de laminina y la subunidad a6 de integrina se altera en
musculo liso de las vias aéreas y comparamos dicha expresion 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. HIPOTESIS

Si la expresion de laminina tiene alguna relacién en la contractilidad y proliferaciéon
del musculo liso, entonces su expresion sera distinta al comparar cobayos del

modelo de asma con NR croénicos.

4. OBJETIVOS

Objetivo general
Analizar la expresion de laminina e Integrina a6 en el musculo 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 crénicos:

e Determinar la expresion de laminina y de la subunidad de integrina a6 en el
musculo liso bronquial mediante inmunohistoquimica.

e Determinar la expresion de Integrina a6 y laminina en el musculo liso arterial

intrapulmonar mediante inmunohistoquimica.
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5. MATERIAL Y METODO

El uso de cobayos es comun 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 vias aéreas de los pacientes asmaticos. Asi
mismo la respuesta asmatica puede ser medida y la hiperreactividad puede ser

observada'°s,

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 “lsmael Cosio
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 cientifico 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 cronicos, cada grupo fue dividido a su
vez en 3 grupos mas, los cuales fueron controles, modelos de asma y no

respondedores, donde cada grupo constd de 4 animales.

Dia 1: Sensibilizacion

Los cobayos recibieron una combinacién de OVA 60ug/mL, diluida en solucion
salina fisiolégica (SSF), con hidréxido de aluminio 1mg/mL de SSF, en total se
administré 1mL de la solucion anterior que fue dividida en inyecciones de 0.5 mL
por via intraperitoneal y 0.5 mL por via subdérmica. Los animales control recibieron

de SSF en lugar de la combinacion OVA e hidréxido de aluminio.
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Dia 8: Refuerzo antigénico

A los ocho dias de haber sensibilizado, se realizo el refuerzo antigénico, donde se
administraron 20 mL de OVA (3mg/mL SSF) durante 5 minutos mediante
nebulizacion. Las nebulizaciones fueron producidas por un nebulizador US-1
Bennett (flujo 2mL/minuto), Burkard Manufacturing. A los animales control se les

nebulizé con 20 mL de SSF durante 5 minutos.

Dia 15: Reto antigénico

A partir del dia 15 se iniciaron los retos antigénicos cada 10 dias. Para el primer reto
(15 dias) se nebulizo 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 nebulizé con SSF durante 1 minuto. Se realizaron 3 retos para
animales agudos (35 dias) y 12 retos para animales crénicos (125 dias) (Fig. 7).
Cinco minutos antes y durante 1 hora posterior al reto antigénico se evalu6 la

funcién pulmonar de los cobayos mediante pletismografia barométrica.
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Figura 7. Modelo experimental. En el dia 1 se inici6 la sensibilizacion de los cobayos, 8 dias después se realizd
un refuerzo antigénico, al dia 15 se llevo a cabo el primer reto antigénico y posteriormente cada 10 dias. En la
imagen se puede el observar el nimero de reto antigénico (barra azul).
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Pletismografia barométrica

Para medir la funcién pulmonar de los cobayos durante los retos se utiliz6 un
pletismografo barométrico BuxcoElectronics, Inc. E.U., que es utilizado para medir
los cambios de volumen dentro de la camara y los compara con una camara de
referencia mediante un transductor SCXL4DNSenSym conectado a un amplificador
(Fig. 8).

La sefial generada fue procesada y analizada mediante un programa de computo
(BuxcoBiosistemXAv1.1). El programa fue calibrado para medir solamente cambios

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

Respiracion
normal

N

Bronco-obstrucclon

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

El indice de bronco-obstruccion (iB) refleja el grado de obstruccion de las vias

aéreas y se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y del que
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esta dentro de los pulmones del cobayo. Durante la inspiracién el aire dentro de los
pulmones adquiere mas volumen al calentarse y los sensores de la camara de
pletismografia detectan el cambio en el volumen como un aumento en la presion en
el interior de la camara. Este incremento en la presion es transitorio pues disminuye
conforme el animal exhala el aire, bajando el volumen del aire dentro de la camara
y este proceso se registra como una disminucién en la presion. 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 presién
durante la inspiracion y la espiracion en el tiempo (Fig 9). Para evaluar la bronco-
obstruccion el programa utiliza la formula: iB=((Te-Tr)/ Tr) (PFE/PFI)

Donde:

iB: indice de bronco-obstruccién.

Te: Tiempo total espiratorio (s)

Tr: Tiempo total de relajacién (s)

PFE: Pico de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH20)

PFI: Pico de flujo inspiratorio (presion pasiva maxima, cmH20)
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Figura 9. Representacion de los cambios de presién en un ciclo respiratorio en una cdmara de pletismografia
barométrica.
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Reactividad de las vias aéreas

Para evaluar la reactividad de las vias aéreas se realizaron curvas de histamina. La
reactividad fue evaluada en el dia 35 para los animales agudos (3 retos) y en el dia
125 en animales cronicos (12 retos), para esto los cobayos se introdujeron en el
pletismografo.

Inicialmente se obtuvieron valores basales de iB, posteriormente se nebulizé 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 iB durante 5 minutos y se obtuvo el
valor promedio, la curva de histamina terminé cuando cada cobayo triplicé la iB
basal. Al valor de histamina que provoca el aumento al triple de iB se le llama dosis
provocativa 200 (DP20o).

Posteriormente se esperd a que la bronco-obstruccidn disminuyera al iB basal, una
vez alcanzado este valor se retd durante 1 minuto con OVA (0.5 mg/mL) mediante
nebulizacion. Para los cobayos control se utiliz6 SSF en lugar de OVA.

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

procedimiento que anteriormente se describio (Fig. 10).
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Figura 10. Curvas de histamina (eje "x” concentracion de histamina administrada, eje "y" indice de bronco-
obstruccién). En naranja se observa la primera curva de histamina, posteriormente (en verde) se observa la
administracion de OVA, finalmente se realizé 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 vias aéreas es una respuesta especifica al reto previo con
OVA.

Al final se obtuvieron 2 grupos de cobayos: cobayos agudos de 35 dias (3 retos) y
cobayos crénicos de 125 dias (12 retos). Cada grupo tuvo 4 cobayos controles, 4

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

Obtencion de muestras de pulmén

Una vez que se obtuvieron los registros de iB y se separaron los grupos de cobayos
respondedores, no respondedores y controles, se procedié a obtener muestras de
pulmén. Las muestras fueron colocadas en formaldehido y posteriormente incluidas
en bloques de parafina. Los bloques fueron cortados a la altura del I6bulo medio del
pulmon en secciones transversales con 4um de grosor y colocados en portaobjetos

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

Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es una técnica que utiliza la aplicacion de anticuerpos para
determinar la distribucion y localizacion de un antigeno determinado en el tejido
sano o enfermo. Es una herramienta util en la diagnosis, asi como en la
investigacioné,

Los procesos de fijacion e inclusién en bloques de parafina pueden alterar la
conformacion de las proteinas de los tejidos, por lo que se realizé una recuperacion
antigénica mediante la técnica de calor utilizando buffer de citratos PH 6.0.

Se utilizo el kit para inmunohistoquimica VECTASTAIN: Universal Quick kit que
contiene suero bloqueador de caballo, anticuerpo secundario universal y el complejo
preformado estreptavidina/peroxidasa. Con este kit se realizé el método indirecto de
inmunohistoquimica.

Para bloquear la reaccién de la peroxidasa enddégena se agregd peroxido de
hidrégeno (H202) y posteriormente suero bloqueador del kit. Posteriormente se
agregd anticuerpo anti-integrina a6 6 anti-laminina (R&D systems envase con
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100puL) a una concentracién 1:50 (1uL de anticuerpo en 50 pL de suero bloqueador
de caballo).

Se agrego una gota de anticuerpo (suero) secundario universal (incluido en el kit
VECTASTAIN) vy finalmente se colocé 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 adiciond la solucidon sustrato AEC (VECTOR laboratrories AEC
peroxidase substrate) que contiene una solucién buffer, AEC (3-amino-9-
etilcarbazol) y peroxido de hidrogeno, siguiendo el protocolo del producto.

El H202 funciona como sustrato mientras que el AEC produce un producto de color
rojo en la presencia de la enzima peroxidasa.

Finalmente, los cortes histoldgicos de pulmdn se contratifieron con hematoxilina
(VECTOR hematoxylin H-3401), y se montaron con medio semipermanente para

inmunohistoquimica EcoMount (Biocare Medical).

Observacion en el microscopio

En cada cobayo se realizaron imnuhistoquimicas en cada una de los cortes
obtenidos tanto para integrina a6 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 optico Zeiss Axio Lab A1 a un aumento de 40X, y se
tomaron microfotografias de los bronquios y de las arterias con una camara
axioCam ERc5s incluida en el microscopio.

Las imagenes en tiempo real y las microfotografias se observaron mediante el

programa Zen wide field.

Analisis semicuantitativo

La inmunohistoquimica se considera como una tincidén especial ya que tifie solo en
los sitios donde se encuentra la molécula buscada. Es necesario saber qué tanta
marca hay. Para ello se empledé un método semicuantitativo, donde se midi6 la

intensidad de marca y se comparé con una escala determinada de intensidad.
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Figura 11. Se tuvieron 2 grupos. Un grupo agudo de 3 retos antigénicos (35 dias) y un grupo crénico con 12
retos antigénicos (125 dias). Cada grupo se dividié en 3: controles, modelo de asma y no respondedores, con
4 cobayos cada uno. En cada cobayo se determind la expresion de laminina e integrina a6. Se midid la
intensidad de marca de laminina e integrina a6 de 4 bronquios y 4 vasos sanguineos por cobayo.

El programa ImagedJ 1.48v fue calibrado con una escala de grises, dando a cada
variacion 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 analizo la
imagen del bronquio o arteria, fue necesario cambiar la imagen a blanco y negro,
posteriormente se seleccionaron distintas regiones del musculo liso bronquial o

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

Anidlisis estadisticos

Se analizaron 4 bronquios y 4 arterias intrapulmonar de cada cobayo, se midi6 la
intensidad de varias zonas y se obtuvo un promedio.

Los promedios obtenidos fueron analizados con el programa estadistico GraphPad
5. Se aplicé una prueba ANOVA de 1 via, para comparar todos los tratamientos
(controles, modelo de asma y NR) y la prueba postHoc Bonferroni, la significancia

se establecio con p<0.05.
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Se hizo una comparacion de la intensidad de marca de inmunohistoquimica entre
cobayos controles agudos y crénicos, modelo de asma agudos y cronicos y NR
agudos contra NR cronicos. Una segunda comparacion se hizo dentro de cada
grupo, es decir se comparo 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
crénicos. Estas comparaciones se realizaron para medir la intensidad de marca de
laminina y para la intensidad de marca de la integrina a6 en musculo liso bronquial

y arterial intrapulmonar (Fig. 12).

Comparacion 1. Se compararon:

- Control agudo vs control crénico

- Modelo de asma agudo vs modelo de asma crénico
- NRagudo vs NR crénico

] — Eeeaseiel]

¢ Control ¢ Control
¢ Modelo de asma ¢ Modelo de asma
* No respondedor o * No respondedor "

Comparacion 2. Se compararon:

- Control agudo vs modelo de asma agudo vs NR agudo

- Control crénico vs modelo de asma crénico vs NR
crénico

Figura 12. Comparacion de los grupos establecidos. Comparacién 1: se compararon la intensidad de marca de
laminina e integrina 6 de los cobayos agudos contra los cobayos cronicos para determinar si el numero de retos
tenia algun efecto en su expresion. Comparacion 2: dentro de cada grupo (agudo o crénico) se compararon los
cobayos control, modelo de asma y NR para determinar si habia variaciones en la expresion.

Finalmente se construyé un analisis de correlacidon entre la integrina a6 y laminina.
Uno correspondié a la correlacién laminina-integrina a6 del musculo liso bronquial y
la segunda a musculo liso vascular. Las graficas se construyeron en el programa
SLIDE.
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6. RESULTADOS

Obstruccién inducida por OVA

Una hora después del reto antigénico por la exposicion a OVA se evaluo la bronco-

obstruccion en cobayos agudos (3 retos) y crénicos (12 retos). El promedio del iB

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

en la obstruccion.
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Figura 13. Bronco-obstruccion inducida por OVA en cobayos. Los valores de iB 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 nebulizé con SSF.
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Intensidad de la marca de laminina en el intersticio del musculo liso bronquial
En una micrografia en detalle del musculo liso bronquial se observé que la laminina
se expresa principalmente en el intersticio que rodea al musculo liso (color rojo, Fig.
14), encontrandose en todos los grupos estudiados (Fig. 15).

La expresion de laminina en los cobayos tanto agudos (3 retos) como cronicos (12
retos) del modelo de asma y controles es visualmente muy similar, asi mismo con
los cobayos NR agudos. Los cobayos NR cronicos mostraron un aumento en la

marca de laminina, tanto en intensidad como en distribucion (Fig. 15).
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Figura 14. Detalle del musculo liso bronquial. La laminina en el musculo liso (ML) parece estar envolviendo a
las células musculares (flecha negra). Linea de escala igual a 200 um. Aumento 100x. Ep (epitelio).

Para determinar si las diferencias observadas mostraban una diferencia
estadisticamente significativa se realizé un estudio semicuantitativo donde se midi
la intensidad de marca inmunoldgica de la laminina en intersticio del musculo liso.
Los grupos del modelo agudo no mostraron diferencias significativas en la expresion
de laminina entre si. Los cobayos NR cronicos mostraron un aumento significativo
(p<0.001) en la expresion de laminina respecto a los grupos controles y modelo de
asma cronico al igual que respecto a los cobayos NR agudos (Fig. 16).
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Figura 15. Marca de laminina en el intersticio del musculo liso bronquial. Del lado izquierdo se encuentran los cobayos
agudos, a la derecha los crénicos. La marca de inmunihistoquimica se observa de color rojo (flechas negras) sobre el
musculo liso. Los cobayos NR crénicos mostraron una mayor marca de laminina tanto en dispersién como en intensidad.
ML (musculo liso), Ep (epitelio), C (cartilago), *(adventicia), linea de escala igual a 200 ym. Aumento 40x.
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Figura 16. Intensidad de marca de laminina en el intersticio del musculo liso bronquial. En color negro se
observan los cobayos agudos (3 retos, 35 dias), en las barras rayadas se muestran los cobayos crénicos (12
retos, 125 dias). Hubo diferencias significativas sélo en cobayos NR del modelo cronico. *p<0.001. ANOVA
(Bonferroni).

Intensidad de marca de laminina en el intersticio del musculo liso arterial
intrapulmonar

La marca de laminina también se observo sobre el intersticio del musculo liso arterial
intrapulmonar (Fig. 17).

La expresion de laminina fue muy similar a la que se encontré en el musculo liso
bronquial, expresandose visualmente de forma minima y similar en todos los grupos
de cobayos a excepcion de los cobayos NR crénicos, donde la expresién de
laminina es mayor en el musculo liso arterial intrapulmonar (Fig. 18).

Al hacer una comparacion visual entre los grupos de agudos y cronicos el numero
de retos no presentd un efecto en la expresion 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 croénicos se observé que la laminina esta incrementada en los NR

cronicos.

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

El analisis estadistico de la intensidad de marca de laminina mostro que la expresion
de laminina en los cobayos de los grupos agudos permanecio de manera constante
sin presentar diferencias significativas entre ellos, lo mismo ocurrié en los cobayos
cronicos control y modelo de asma (Fig. 19).

El grupo de los cobayos NR cronicos fue el unico en presentar un aumento
significativo (p< 0.001) en la expresién de laminina sobre el musculo liso arterial

intrapulmonar (Fig. 19).
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Figura 18. Marca de laminina en el intersticio del musculo liso arterial intrapulmonar. Del lado izquierdo se muestran los
cobayos agudos, en el lado derecho se muestran los cobayos cronicos. La marca de laminina es de color rojo (flechas
negras) y se expresa sobre el musculo liso. La laminina se vio aumentada en el musculo liso vascular pulmonar de los
cobayos NR crénicos (esquina inferior derecha). ML (musculo liso), En (endotelio), * (adventicia). Linea de escala igual a
200 ym. Aumento 40x.
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Figura 19. Intensidad de la marca de laminina en el intersticio del musculo liso vascular pulmonar. Las barras
de color negro representan a los cobayos agudos (3 retos, 35 dias), las barras rayadas a los cobayos crénicos
(12 retos, 125 dias). Con la prueba de ANOVA (Bonferroni) se determiné que la expresion de laminina aumenta
significativamente solo en los cobayos NR crénicos, respecto al modelo de asma y el control (crénicos)
*p<0.001.

Intensidad de marca de la subunidad de integrina a6 en musculo liso bronquial
La subunidad de integrina a6 es un receptor celular para laminina, es por ello que
también se estudié su expresion en musculo liso bronquial y vascular pulmonar.
Las microfotografias muestran los resultados de la expresién de la subunidad de
integrina a6 en el musculo liso bronquial (Fig. 20), donde se observa que la
subunidad de integrina a6 se expresa en todos los grupos, aumentando en los
grupos crénicos respecto a los agudos.

Particularmente los cobayos NR agudos y crénicos tienen una marca mas intensa

en comparacion con los otros grupos agudos y cronicos respectivamente.
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Figura 20. Marca de la subunidad de integrina a6 en el musculo liso bronquial. A la izquierda se encuentran los cobayos
agudos, a la derecha los cobayos crénicos. La marca de integrina a6 se observa de color rojo (flecha negra) sobre el
musculo liso. La integrina a6 se incrementd en el modelo de asma crénico y en ambos NR, especialmente en el crénico.
ML (musculo liso), Ep (epitelio), C (cartilago), * (adventicia), linea de escala igual a 200 pm. Aumento 40x.



En la figura 21 se muestran los resultados del analisis estadistico de la intensidad
de marca de la subunidad de integrina a6 sobre el musculo liso bronquial. La marca
se ve aumentada en todos los grupos cronicos en comparacion a los grupos agudos
(incluyendo a los controles). Por otra parte, en los grupos agudos aumenta en el
NR, mientras que en los grupos cronicos aumenta en el modelo de asma y en el
cobayo NR (p<0.001).

La marca de la subunidad de integrina a6 se incrementa, al parecer, por multiples
factores, entre ellos, la edad del cobayo (ya que los cobayos agudos tuvieron un
menor numero de retos que los cobayos cronicos), por ser un modelo de asma

(cronicos) o por ser NR (Fig. 21).
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Figura 21. Intensidad de la marca de la subunidad de integrina a6 en el musculo liso bronquial. En barras negras
se muestran los cobayos agudos (3 retos, 35 dias), en barras rayadas se muestran los cobayos croénicos (12
retos, 125 dias). El analisis de ANOVA (Bonferroni) muestra que hay diferencias significativas en modelos
agudos y crénicos, asi 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 a6 en musculo liso arterial
intrapulmonar

La marca de la subunidad de integrina a6 se observa en todos los grupos, en
especial en los grupos crénicos (Fig. 22), donde la subunidad de integrina a6 esta
mas intensa.

Los cobayos NR agudos muestran un aumento de la subunidad de integrina a6 en
el musculo liso arterial intrapulmonar en comparacion con el control y modelo de
asma agudos, ocurre lo mismo con los cobayos NR cronicos en relacion con el
control y modelo de asma cronicos (Fig. 22).

Al igual que lo ocurrido con la expresion de la subunidad de integrina a6 en el
musculo liso bronquial, el analisis estadistico (Fig. 23) muestra que la subunidad de
integrina a6 en el musculo liso arterial intrapulmonar se incrementa por multiples

factores, como el hecho de que los grupos sean agudos, crénicos o NR.
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agudos, del lado derecho los cobayos crénicos. La marca de integrina a6 se observa de color rojo (flechas negras) sobre el musculo
liso. La marca esta incrementada en el modelo de asma cronicos y en ambos NR, especialmente en el crénico. ML (musculo liso),
En (endotelio), * (tejido conjuntivo). Linea de escala igual a 200 pm. Aumento 40x
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Figura 23. Intensidad de marca de la subunidad de integrina a6 en el musculo liso arterial intrapulmonar. Con
la prueba de ANOVA (Bonferroni), se puede observar que un mayor niumero de retos en el caso del modelo de
asma y NR aumenta la expresion de integrina a6. Ambos NR presentaron mayor expresion de integrina a6 en
comparacion con los controles y los modelos de asma. *p<0.05, **p<0.001.

Correlacion de laminina y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso
bronquial

En la siguiente grafica se muestra la correlacion entre las expresiones de laminina
y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso bronquial (Fig. 24). Cuando
aumenta la expresion de laminina lo hace también la subunidad de integrina a6
(r=0.725, p<0.0001, n=24) indicando una relacién entre la expresion de las dos

proteinas.
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Figura 24. Correlacién de la expresion de laminina y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso bronquial.

r= coeficiente de correlacién de Spearman.

Correlacion de laminina y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso
arterial intrapulmonar

La siguiente grafica (Fig. 25) muestra la correlacion entre la expresion de laminina
y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso arterial intrapulmonar. El valor de
r=0.552 (p<0.0001, n=24) indica que existe una relacion positiva entre la laminina y
la subunidad de integrina a6, 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 relacion en la expresion de la laminina y su receptor la subunidad de integrina
a6 es similar tanto en el musculo liso bronquial como en el musculo liso arterial

intrapulmonar.
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Figura 25. Correlacién en la expresion de laminina y la subunidad de integrina a6 en el musculo liso arterial
intrapulmonar. r= coeficiente de correlacion de Spearman.
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7. DISCUSION

El musculo liso es el tejido mas importante en el desarrollo de la contraccion; no
obstante, se sabe que el musculo liso es multifuncional?’-# se le ha involucrado en
otros procesos como proliferacién, crecimiento y sintesis de una gran cantidad de
moléculas durante el dafo. Durante el asma el musculo liso bronquial presenta
hipercontractilidad e hiperplasia mientras que el musculo liso vascular pulmonar es
hiperproliferante®®9%.11° Nuestros resultados mostraron que en todos los grupos la
laminina se expres6 de manera similar en ambos musculos lisos, bronquial y arterial
intrapulmonar, a excepcidon del grupo NR crénico donde la laminina tuvo una alta
expresion.

La laminina es una proteina de matriz extracelular que regula la proliferacion y
supervivencia del muasculo liso, ademas de promover un fenotipo
hipercontractil’>9.9%.190  por este hecho se esperaba que la laminina se
incrementara en aquellos cobayos que presentan hiperreactividad del musculo liso
bronquial (cobayos modelo de asma y NR agudos) y en el musculo liso arterial
intrapulmonar de cobayos sin angionesis (cobayos control) donde se ha observado
que la laminina inhibe la proliferacion de miocitos®, contrario a esto, los resultados
mostraron una alta expresiéon de laminina en el musculo liso bronquial de los
cobayos NR crénicos donde no hay hiperractividad y en el musculo 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 hipercontractil
del musculo liso bronquial en cobayos modelo de asma, al no incrementarse en los
cobayos con hiperreactividad, pero si en los NR cronicos que no presentan ésta
caracteristica. Debido que no esta 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 expresion de laminina en el
musculo liso bronquial y arterial intrapulmonar en los cobayos NR cronicos pudiera
tener un papel en la contencién de la respuesta alérgica comun. Por ejemplo, los
resultados sugieren que el incremento de la laminina en el musculo liso arterial
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intrapulmonar y bronquial de cobayos NR crénicos podria tener un efecto en regular
el crecimiento del musculo ante el reto antigeno.

Por otra parte, un estudio reciente describe que los cobayos modelo de asma
presentan un perfil inmunoldgico rico en linfocitos Th2, cuyas citocinas producen
una respuesta inflamatoria alérgica con produccion de IgE, y eosindfilos, por otro
lado, los cobayos NR crénicos no presentan esas células, sino que presentan
linfocitos Th1, que producen una respuesta inflamatoria a parasitos intracelulares,
Tregs, que regulan las respuestas inflamatorias, y neutrofilos'10:119,

La alta expresion de laminina, observada en nuestros experimentos, en el musculo
liso bronquial y arterial intrapulmonar de los cobayos NR cronicos podria influir en
mantener el perfil inmunoldgico de linfocitos Th1 y neutrdfilos al facilitar su adhesion
y migracion ya que se ha reportado que los neutréfilos y linfocitos Th1 expresan
mayor cantidad de integrina a6p1, un receptor para laminina, en comparacion a los
linfocitos Th2120.121.122 A demas, Colantonio y colaboradores'' estudiaron los
receptores integrina a6p1 en linfocitos Th1 y Th2, y cdmo, la laminina influye sobre
estas células en cuanto a su migracion, sus resultados destacaron que la interaccion
de integrina a6B1 con la laminina promueve la migracion preferencial de linfocitos
Th1.

Al medir la expresion de uno de los receptores celulares para laminina, la subunidad
de integrina a6, se observd qué a comparacion de la laminina, la subunidad de
integrina a6 se incrementd de forma significativa en un mayor numero de grupos.
En este sentido, la subunidad de integrina a6 aumenta en relacién con el numero
de retos, asi como en los cobayos del modelo de asma y también en los NR. Por lo
tanto, el incremento de la subunidad de integrina a6 podria deberse a multiples
factores. Asi mismo, encontramos que la expresion de la subunidad de integrina a6
esta correlacionada con la de laminina en el musculo liso bronquial y vascular

pulmonar.

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

alérgeno, una condicibn muy similar a lo que sucede en humanos. La
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hiperreactividad asintomatica (sin bronco-obstruccion por alérgeno) puede preceder
el asma, es decir los pacientes que tienen hiperreactividad asintomatica llegan a
desarrollar asma después de un tiempo determinado (3 afios aproximadamente)''",
aunque es una condicion poco estudiada, puede ser muy similar a lo que ocurre con
los cobayos NR tanto agudos como cronicos. La alta expresion de laminina en los
cobayos NR crénicos puede ser un marcador que ayude a la deteccion de este
padecimiento y prestar mayor atencion 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 sanguineo, y si esto es posible aplicarlo

en humanos.

8. CONCLUSION

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 inmunolégicas. Los resultados obtenidos en éste trabajo mostraron que los
cobayos NR cronicos ademas tienen un aumento en la expresién de laminina en el
musculo liso bronquial y en el musculo liso arterial intrapulmonar que no esta
asociada a la hipercontractilidad de la via aérea. Por otra parte, es posible que la
laminina participe en la contencion de la proliferacion de musculo liso arterial
intrapulmonar asi como de la respuesta bronco obstructiva cronica alérgica, a la vez
que puede facilitar el fenotipo de linfocitos Th1, los cuales tienen un mayor niumero

de receptores para laminina (integrina a6 1).
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