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RESUMEN

El asma se caracteriza por inflamacion cronica de las vias aéreas y bronco-obstruccion
reversible. Los pacientes con crisis recurrentes de asma presentan un estrechamiento
progresivo de las vias aéreas por inflamacion y/o remodelacion. En el asma los
componentes de la matriz extracelular en las vias aéreas se modifican. Las integrinas son
las principales moléculas que median la interaccién entre los componentes de la matriz
extracelular y las ceélulas estructurales de las vias aéreas y participan durante el
reclutamiento de células inflamatorias hacia las vias aéreas. Sin embargo, poco se sabe
acerca del papel de las integrinas en el asma. En un estudio previo de nuestro laboratorio
observamos que los ectodominios de las integrinas a1B1 y o231 se acumulan en areas
acelulares de la pared de las vias aéreas en un modelo crénico de asma en el cobayo,
también encontramos que, estas integrinas y las subunidades 31 y B2 de integrinas se
pueden detectar en el suero y el lavado bronco-alveolar. Los dominios extracelulares de
algunas proteinas pueden ser cortados proteoliticamete para liberarse de las células. Se
ha descrito que los receptores solubles son liberados de las células por corte proteolitico
de sus dominios extracelulares, fendbmeno conocido como -shedding”, mediante
metaloproteasas. Por ejemplo, se ha encontrado a las integrinas a1B1 y aMB2 solubles en
fluidos corporales de humanos en condiciones normales y de inflamacion. Adicionalmente,
se ha observado que la metaloproteasa 2 y 9 (MMP2 y MMP9) cortan los ectodominios de
las subunidades B1 y B2 de integrinas, respectivamente. Ignoramos si los niveles de
integrinas en circulacion sanguinea aumentan en los pacientes con crisis de asma. Por lo
que, en este estudio se evaluaron mediante ELISA los niveles de las integrinas a1p31,
a2p1, asi como, las subunidades B1 y B2 de integrina en suero de pacientes con y sin
crisis de asma, simultdneamente se detectaron los niveles de colagena |, uno de los
ligandos de estas integrinas y se analizé la presencia y actividad de la MMP2 y la MMP9

en el suero de estos mismos pacientes mediante Western blot y zimografia.

Nuestros resultados mostraron que los niveles de la integrina a1B1 en suero de pacientes
con crisis de asma disminuyen, mientras que los niveles de la integrina a2B1 y la
subunidad B2 de integrina aumentaron durante la crisis de asma. Los niveles de la
subunidad B1 de integrina y de colagena | permanecieron sin cambios. Sin embargo, los
niveles de colagena | se asociaron de forma directa con los niveles de la integrina a2f31.

Por otro lado, el volumen espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1) se asoci6é de



manera directa con los niveles de la integrina a1B1 y de forma inversa con los niveles de

la integrina a2B1 y las subunidades de integrina 1y 2 en suero de los pacientes.

La MMP2 y la MMP9 no mostraron cambios significativos entre los grupos. Sin embargo,
la actividad de la MMP9 en suero de los pacientes con crisis de asma aument6. La MMP9
latente y activa se asocio directamente con los niveles de la subunidad 32 de integrina.
Esta misma proteasa en su forma latente se asocié6 de manera inversa con la integrina

a1p1. Mientras que la MMP2 se asociacion de manera directa con la integrina a131.

Estos resultados sugieren que los niveles inversos de las integrinas a1p81 y a231 pueden
tener un papel en la regulacién de la sintesis y degradacion de colagena | en el asma.
Durante la crisis de asma los dominios extracelulares de las integrinas 2 probablemente
son liberados por -shedding” mediante la MMP9 como un mecanismo de regulacion de
estas integrinas con sus ligandos. Diferentes niveles de integrinas solubles pueden ser
encontrados durante las crisis de asma, lo que sugiere la importancia de estas integrinas

en el desarrollo de exacerbaciones de asma y la disminucién en la funcién pulmonar.



ABSTRACT

Asthma is characterized by chronic airway inflammation and reversible bronco-obstruction.
The patients with recurrent asthma exacerbations have a progressive narrowing of the
airways by inflammation and/or remodeling. The extracellular matrix components are
modified in asthma. Integrins are the major molecules that mediate the interaction between
the components of the extracellular matrix and the structural cells of the airways and they
participate during the recruitment of inflammatory cells into the airways. However, little is
known about the role of integrins in asthma. In a previous study of our laboratory we
observed that the ectodomains of a1f1 and a2p1 integrins are accumulate in acellular
areas of the airway wall in a chronic model of asthma in the guinea pig, we also find that
these integrins and (1 and B2 integrin subunits can be detected in serum and
bronchoalveolar lavage. The extracellular domains of some membrane proteins can be
cleaved proteolytically to be released from the cells. It has been reported that soluble
receptors are released from cells by proteolytic cleavage of their extracellular domains, a
phenomenon known as shedding, by metalloproteases. For example, a1f1 and aMp2
integrins have been found like soluble forms in human body fluids in normal and
inflammatory conditions. Additionally, it has been observed that metalloproteases 2 and 9
(MMP2 and MMP9) cleave the ectodomains of the B1 and B2 integrin subunits,
respectively. Therefore, in this study, the levels of the a1B1, a2B1 integrins, as well as B1
and B2 integrin subunits in serum of patients with and without asthma exacerbations were
evaluated by ELISA, simultaneously the levels of collagen I, one of the ligands of these
integrins, and the presence and activity of MMP2 and MMP9 in the serum of these same

patients were analyzed by Western blot and zymography.

Our results showed that levels of a1B1 integrin in serum of the patients with asthma
exacerbations decrease, while the levels of a2B1 integrin and 32 integrin subunit increase
during the asthma exacerbations. The levels of 1 integrin subunit and collagen | remained
unchanged. However, collagen | levels were directly associated with a2p1 integrin levels.
On the other hand, forced expiratory volume in the first second (FEV1) was directly
associated with a1B1 integrin levels and inversely with a2f31 integrin levels and 1 and 32

integrin subunits in serum of the patients.

MMP2 and MMP9 did not show significant changes between groups. However, the activity

of MMP9 in serum of patients with asthma exacerbations increased. Latent and active



MMP9 was directly associated with B2 integrin subunit levels. This same protease in its
latent form was inversely associated with a1f1 integrin. While MMP2 was directly

associated with the integrin a1p1.

These results suggest that the inverse levels of a1B1 and a231 integrins may play a role in
the regulation of collagen synthesis and degradation in asthma. The extracellular domains
of B2 integrins are probably released during asthma exacerbations by shedding through
MMP9 as a regulatory mechanism of these integrins with its ligands. Different levels of
soluble integrins can be found during asthma exacerbation, suggesting the importance of

these integrins in the development of asthma exacerbations and decreased lung function.



1. INTRODUCCION
1.1 Vias aéreas

Las vias aéreas constituyen la parte conductora del sistema respiratorio y
estructuralmente se dividen en vias aéreas superiores e inferiores. Las superiores estan
formadas por las fosas nasales, la cavidad oral y la faringe. Mientras que las vias aéreas
inferiores estan formadas por la laringe, la traquea, los bronquios y bronquiolos (Tortora
GJ, 2012). La pared de las vias aéreas inferiores consiste en una capa mucosa, una capa
de musculo liso y una capa fibrosa (Ochs M, 2008; Fortoul T, 2013). La capa mucosa esta
constituida por el epitelio, la membrana basal y la lamina propia. La capa de musculo liso
disminuye conforme las vias aéreas reducen su calibre y desaparece en los alvéolos. La
capa fibrosa esta formada por cartilago cubierto de la adventicia y sélo se encuentra en la

traquea y los bronquios (Fortoul, 2013) (Figura 1).

Traquea/Bronquios I Bronquiolos | Alvéolos

Figura 1. Estructura esquematica de la pared de las vias aéreas. Células epiteliales (CE),
membrana basal (MB), lamina propia (LM), cartilago (Car), glandula submucosa (GS), célula
caliciforme (CC), musculo liso (ML), neumocito tipo | (NI), neumocito tipo Il (NII). Modificado de
Volckaert T. 2014.

Las vias aéreas tienen la funcién de filtrar, calentar, humedecer y conducir el aire hacia
los alvéolos, ademas de eliminar los vapores hidrosolubles, el polvo y las bacterias
(Tortora GJ, 2012). Diversas enfermedades se asocian a desordenes estructurales y

funcionales de las vias aéreas, entre ellas se encuentra el asma.



1.2 Asma

1.2.1 Definicidon

El asma es una enfermedad heterogénea que generalmente se caracteriza por
inflamacion crénica de las vias aéreas. Se define por la historia de sintomas respiratorios
como sibilancias, disnea, dificultad para respirar, opresion toracica y tos que varian con el
tiempo y se acompafan de una limitacion variable del flujo de aire espiratorio (GINA,
2016).

1.2.2 Etiologia

Los factores que influyen en el desarrollo del asma se clasifican en factores asociados al
huésped y factores ambientales (GINA, 2016; Kim HY, 2010). La predisposicién genética
es uno de los factores asociados al individuo. En la patogénesis del asma se describen
alteraciones en la expresion de numerosos genes. Algunos de éstos resultan en el
incremento de los niveles de inmunoglobulina E (IgE) especifica para antigenos inocuos
del medio ambiente (alérgenos), fendmeno conocido como atopia (Bousquet J 2000). La
alteracion de otros genes induce la sintesis de mediadores pro-inflamatorios, lo que
contribuye a la disfuncion de las vias aéreas. Otros factores asociados al huésped son el
género y la obesidad (GINA, 2016). Entre los factores ambientales que favorecen el
desarrollo del asma se encuentran los alérgenos provenientes de animales, las esporas
de hongos, las infecciones virales, el ejercicio fisico, la contaminacion, la dieta y algunos
farmacos. Ambos factores, genéticos y ambientales interactian en la propension a
desarrollar asma (GINA, 2016; Garcia-Marcos, 2004).

1.2.3 Epidemiologia

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) existen 235 millones de pacientes con
asma en el mundo y es la enfermedad crénica mas frecuente en nifios (OMS, 2016). La
prevalencia del asma es mayor en paises desarrollados, que en paises con bajos
ingresos econdmicos y la tendencia de su prevalencia sigue un gradiente urbano-rural
(Holgate ST, 2015). Sin embargo, mas del 80% de las muertes por complicaciones del

asma se presentan en paises con bajos ingresos econémicos (OMS, 2016).



En México la prevalencia del asma es variable entre los estados. Por ejemplo, en la
Ciudad de México la prevalencia es del 5%, mientras que, en Yucatan es del 12%. La
variabilidad en la frecuencia del asma se correlaciona de forma inversa con la altitud de la
region y de forma directa con su temperatura (Vargas-Becerra, 2009a). La variabilidad en

la prevalencia del asma en nifios es aun mayor y oscila entre el 8 y 20% (GPC, 2009).

Durante el afio 2006, en el Instituto Mexicano del Seguro Social se realizaron mas de
600,000 consultas por asma y 270,000 de los casos requirieron atencién hospitalaria
(GPC, 2009). La atencion meédica de esta enfermedad representa una carga
socioecondmica elevada, ya que genera costos directos (gastos médicos) e indirectos
(ausentismo laboral y escolar) (GPC, 2009). Adicionalmente, el asma genera
repercusiones afectivas y sociales que afectan la calidad de vida de los pacientes (GINA,
2016).

1.2.4 Clasificacion del asma

El asma es un desorden con multiples fenotipos por lo que se han propuesto diferentes
esquemas para su clasificacion y con esto mejorar el tratamiento clinico (King CS, 2008;
GINA, 2016).

En funcion de la frecuencia de los sintomas el asma se clasifica en episddica, persistente,
estacional, nocturna o matutina. La clasificacion segun el control del asma se divide en
controlada y no controlada, esta clasificacion tiene como criterio la calidad de vida del
paciente y la cantidad de medicamento que se requiere para su control (GINA, 2016;
Salas H, 2009).

De acuerdo con su etiologia, el asma se clasifica en alérgica o extrinseca y en no alérgica
o intrinseca (Vargas-Becerra, 2005). El asma alérgica se origina por una reaccion de
hipersensibilidad de tipo | y los sintomas se presentan como resultado de la exposicion a
algunos alérgenos. En el asma no alérgica los sintomas no se asocian a la exposicion de
alérgenos y los pacientes reaccionan a un variado numero de estimulos como al aire frio o
seco, el exceso de humedad, el ejercicio fisico, o las infecciones y se sugiere que es una
forma de autoinmunidad (Graham L, 2006). El asma alérgica y no alérgica son clinica,

inmunoldgica y fisiopatolégicamente similares. Por ejemplo, en ambos tipos de asma



existe una infiltracién de linfocitos T cooperadores de la clase 2 (Th2) (Th, por sus siglas
en inglés, T helper), eosinéfilos y mediadores inflamatorios como citocinas y quimiocinas.
La forma mas frecuente es el asma alérgica y en algunos pacientes pueden coexistir
ambas formas (Humbert M, 1999; King CS, 2008).

La clasificaciéon por gravedad del asma, es la forma mas utilizada de clasificar a la
enfermedad, ésta considera la frecuencia de los sintomas, el porcentaje del volumen
espiratorio forzado en el primer segundo (FEV1, por sus siglas en inglés, forced expiratory
volumen in 1 second) y el uso de agonistas 2 adrenérgicos. Segun la gravedad el asma
se clasifica como intermitente o persistente, esta ultima puede ser leve, moderada o grave
(GINA, 2016; Graham L, 2006) Tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion del asma por gravedad

Sintomas Sintomas por  Exacerbaciones FEV1 Variabili Uso de
por las las noches dad del  agonistas 2
mafanas FEV1 adrenérgicos
Intermitente <1 vez por <2 por mes Breves >80 % del <20%
semana predicho
Persistente > 1 vez por > 2 por mes Pueden afectarla > 80 % del 20-30%
leve semana pero actividad y el predicho
<1vezaldia suefio
Persistente Diario > 1 vez por Pueden afectarla  60-80 % del >30% Diario
moderada semana actividad y el predicho
suefio
Persistete Diario Frecuentes Limitacion de <60 % del >30%
grave actividades predicho

1.2.5 Diagnoéstico de asma

El diagndstico de asma se basa fundamentalmente en la clinica, son de utilidad para el
diagndstico los antecedentes de los sintomas respiratorios variables, la historia familiar de
asma y los sintomas episédicos después de la exposicion con algun alérgeno (Holgate

ST, 2015; GINA, 2016). Adicionalmente, es preciso realizar una evaluacion de la funcién



pulmonar para confirmar la sospecha clinica de asma, para este propdsito la espirometria

es la técnica mas utilizada ya que puede evidenciar la limitacion variable del flujo de aire

espiratorio. En la tabla 2 se observan los criterios utilizados para el diagnéstico de asma.

Tabla 2. Caracteristicas utilizadas para establecer el diagnéstico de asma (GINA, 2016)

l.
Antecedentes
de sintomas

respiratorios

Los sintomas tipicos son sibilancias, dificultad respiratoria, opresion toracica y
tos.

En general las personas asmaticas manifiestan mas de uno de estos sintomas.
Los sintomas aparecen de forma variable a lo largo del tiempo y varian en
intensidad.

Los sintomas aparecen o empeoran con frecuencia por la noche o al
despertarse.

Los sintomas suelen ser desencadenados por el ejercicio, los alérgenos, la risa
o el aire frio.

Los sintomas aparecen o se agravan con frecuencia con las infecciones viricas.

Il
Evidencia
indicativa de
una limitacion
variable del
flujo de aire

espiratorio

Al menos una vez en el proceso diagnostico cuando el FEV1 es bajo, se
documenta que el cociente FEV1/FVC esta reducido. El cociente FEV1/FVC
normalmente es mayor de 0.75-0.80 en adultos y de 0.90 en nifios.

Aumento del FEV1 en méas de un 12% (>200 ml) luego de la inhalacién de un
broncodilatador, lo que se denomina reversibilidad con broncodilatador e indica
reversibilidad a la limitacion del flujo de aire.

Puede no darse reversibilidad con broncodilatadores durante las crisis o
exacerbaciones y durante las infecciones viricas. En este caso, cuando se
evalla por primera vez el siguiente paso depende de la urgencia clinica y la

disponibilidad de otras pruebas.

1.2.6 Crisis de asma

Una crisis o exacerbacion de asma es el agravamiento de los sintomas y la funcion

pulmonar respecto al estado habitual del paciente. Ocasionalmente puede ser la forma de

presentacion inicial del asma (GINA, 2016). Todos los pacientes con asma tienen el riesgo

de desarrollar exacerbaciones o crisis caracterizadas por dificultad respiratoria, tos,

sibilancias y disminucion de la funcién pulmonar. Los pacientes con crisis recurrentes de




asma presentan un estrechamiento progresivo de las vias aéreas por inflamacion y/o
remodelacién (Jiménez G, 2009). Se sabe que durante las crisis de asma existe un
aumento en el reclutamiento de células inflamatorias hacia las vias aéreas (Baek JK,
2013). Los mediadores que liberan estas células provocan la contraccion del musculo liso
bronquial, secrecién de moco, vasodilatacion e incremento en la permeabilidad vascular

que contribuyen al agravamiento de los sintomas de la enfermedad (Galli S, 2008).

La evaluacion de cualquier exacerbacién de asma debe incluir la identificacion de signos y
antecedentes de crisis de riesgo vital y la utilizacién de medidas objetivas para cuantificar
el grado de obstruccion al flujo aéreo. La valoracion objetiva del grado de obstruccion al
flujo aéreo mediante espirometria (FEV1) o con medidor de flujo espiratorio maximo (PEF,
por sus siglas en inglés, peak flow) ha demostrado determinar la gravedad inicial y evaluar
la respuesta al tratamiento. En funcion de los valores obtenidos se considera
exacerbacion: leve, si el FEV1 o PEF es igual o superior al 70% de su valor tedrico o
mejor valor personal previo respectivamente; moderada, si el FEV1 o el PEF estan entre

el 70 y el 50%, y grave, si estos valores son inferiores al 50% (GPC, 2017).

La severidad de la crisis de asma determina el tratamiento. En general el tratamiento en
las crisis moderadas requiere dosis altas de agonistas B2 adrenérgicos como bronco-
dilatador. En crisis casi fatal se debe mantener una oxigenacion arterial con oxigeno

suplementario (Jiménez G, 2009).

Las crisis de asma representan la principal causa de muerte en pacientes con asma
severa a nivel mundial y un incremento de los costos en el sistema para el cuidado de la
salud (Lane S, 2006). Si no se resuelve la obstruccion de las vias aéreas, se puede
provocar una insuficiencia respiratoria como consecuencia de la disfuncion en la relacién
ventilacion/perfusién, el deficiente intercambio gaseoso y el agotamiento muscular
(Jiménez G, 2009).

1.3 Hiperreactividad

El asma suele asociarse con hiperreactividad e inflamacion de las vias respiratorias, pero
éstas no son necesarias ni suficientes para hacer el diagndstico (GINA, 2016). La

hiperreactividad es el estado en el que las vias aéreas disminuyen excesivamente su
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calibre ante estimulos que en sujetos sanos causaria poco o ningun efecto. Esta
disminucion se debe al incremento en la sensibilidad del musculo liso de las vias aéreas a
agonistas que estimulan su contraccion (Vargas-Becerra 2005; GINA, 2016). La
hiperreactividad es una caracteristica clinica comun del asma y frecuentemente

proporcional a la gravedad de la enfermedad (O’ Byrne P, 2003; Cockcroft D, 2006).

Los factores que contribuyen a la hiperreactividad de las vias aéreas se dividen en
variables y persistentes. Los factores variables se asocian al proceso inflamatorio y
pueden ser influenciados por factores ambientales como la exposicién a alergenos e
infeccines respiratorias. Los factores persistentes resultan de los cambios en la estructura
de las vias aéreas como efecto del proceso de remodelacién. Ambos factores inducen la

obstrucccion del flujo de aire (Busse WW, 2010).

La hiperreactividad se evallua mediante la administracion de concentraciones crecientes
de un agente bronco-constrictor, como histamina o metacolina, que inducen la contraccion
del musculo liso. Esta se evalia por medio de la dosis provocativa 20, que se refiere a la
concentracion del agente que induce la disminucién del 20% de la funcién pulmonar
medido mediante el FEV1. En sujetos sanos se requieren concentraciones elevadas del
agente para inducir la disminucion del 20% del FEV1, mientras que en sujetos con asma
esta disminucion se alcanza con concentraciones menores (O’ Byrne P, 2003; GINA
2016).

1.4 Bronco-obstruccion

La obstruccién del flujo de aire es la alteracion funcional basica en el asma y se asocia a
la disminucién del calibre de las vias aéreas, especialmente durante la espiracion. La
bronco-obstruccién da lugar a la crisis 0 exacerbacion asmatica que puede ocurrir en
cualquier nivel del arbol traqueo-bronquial; sin embargo, las vias aéreas periféricas, son el

principal sitio de obstruccion (Burgel PR, 2009; Vargas-Becerra, 2009b).

La obstruccién de las vias aéreas se detecta mediante pruebas de funcién respiratoria
que evaluan diferentes parametros, las pruebas mas utilizadas son la flujometria y la
espirometria, esta ultima analiza la totalidad de espiracion forzada durante minimo 6

segundos. Uno de los parametros para determinar la funcién pulmonar es el FEV1, el cual
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evalua el volumen maximo de aire espirado en el primer segundo. La disminucion de este

parametro indica una limitacion del flujo de aire (Vargas-Becerra 2009b; GINA, 2016).

Los principales factores que originan la disminucién del calibre de las vias aéreas son la
contraccién del musculo liso, la hipersecrecion de moco, la formaciéon de edema vy el
engrosamiento de la pared traqueo-bronquial (Vargas-Becerra, 2009b). En el asma la
obstruccién del flujo de aire suele ser episédica y generalmente es reversible de manera
espontanea o con tratamiento. Sin embargo, en algunos pacientes con asma persistente
la obstruccién se vuelve progresiva e irreversible como resultado de la inflamacion crénica

y/o la remodelacion de las vias aéreas (Yamauchi K, 2007; GINA, 2016).

1.5 Remodelacion de las vias aéreas

La remodelacion de las vias aéreas se refiere a los cambios en la composicion,
organizacion y cantidad de los elementos estructurales de las vias aéreas ocasionados
por ciclos repetidos de dano y reparacion (Bergeron C, 2010; Manuyakorn W 2013; Hirota
N, 2013). La remodelacion de las vias aérea generalmente se ha considerado como
resultado de la inflamacioén cronica. Sin embrago, se ha sugerido que el estrés mecanico
de la propia bronco-obstruccion puede llevar a la remodelacion de las vias aéreas (Hirota
N, 2013). La remodelacion se ha asociado con la disminucién de la funcion pulmonar y la
severidad del asma, debido al engrosamiento de la pared de las vias aéreas y a la

progresiva e irreversible obstruccion del flujo de aire (Hirota N, 2013; Saglani S, 2015).

La remodelacion de las vias aéreas se caracteriza por la hipertréfia e hiperplasia de
células de musculo liso, alteracién de células epiteliales y miofibroblastos, hiperplasia de
células caliciformes, angiogénesis, engrosamiento de la membrana basal reticular y
fibrosis subepitelial (Bergeron C, 2010; Fahy John V, 2015).

La fibrosis subepitelial es el engrosamiento de la membrana basal de la pared de la vias
aereas debido a la acumulacion de componentes de la matriz extracelular, principalmente
colagena (Bazan-Perkins B, 2009; Bergeron C, 2010). La fibrosis subepitelial es el
resultado de un aumento en el deposito y una disminucion en la degradacion de proteinas
de la matriz extracelular (Bergeron C, 2010). La matriz extracelular es una estructura

dinamica que provee a los tejidos de soporte estructural, organizacion y orientacién
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(Dekkers et al, 2010). Ademas existen numerosas proteinas asociadas a la matriz
extracelular como factores de crecimiento y moléculas de adhesion celular (Hynes RO,
2012).

En las vias aéreas la matriz extracelular presente en la membrana basal, esta formada
principalmente de lamininas, colagena IV, entactina, glicoproteinas y proteoglicanos ricos
en heparan sulfato. Por debajo de la lamina reticular, la matriz extracelular esta formada
de colagena |, lll y V, fibronectina y lamininas que se dispersa a través de toda la
submucosa, alrededor de los vasos sanguineos, las glandulas, el musculo liso y la
adventicia (Fernandes DJ, 2006). Para mantener la homeostasis entre los componente de
la matriz extracelular es necesario que la sintesis y degradaciéon de estos componentes
estén en equilibrio (Bousquet J, 2000; Blumbach K, 2012). Las proteinas que se encargan
de degradar muchos de los componentes de la matriz extracelular son las
metaloproteasas (MMPs), las cuales son reguladas por inhibidores especificos de
metaloproteasas (TIMPs) (Bergeron C, 2010). Adicionalmente la expresién de receptores

de colagena regula la sintesis y degradacion de esta proteina (Gardner H, 2014).

En individuos con asma existe un incremento en el depdsito de proteinas de la matriz
extracelular en la pared de la via aérea (Fernandes D, 2006). El depésito de colagena | y
lll se ha asociado con la gravedad del asma e hiperreactividad (Chetta A, 1997; Bergeron
C, 2010). En pacientes con asma fatal, se ha observado un aumento en el depdsito de

colagena | y fibronectina alrededor del musculo liso de las vias aéreas (Araujo BB, 2008).

El depdsito de los componentes de la matriz extracelular afecta la estructura de las vias
aéreas ejerciendo diversos efectos sobre ellas. Los componentes de la matriz extracelular
interactuan con las células de la pared de las via aéreas mediante diversos receptores,

entre los mas importantes se encuentran la familia de las integrinas.

1.6 Integrinas

Las integrinas son una familia de receptores de adhesién celular que poseen ligandos en
la matriz extracelular y sobre la superficie celular (Hynes RO, 2002). Estos receptores
regulan senales de la matriz extracelular con componentes del citoesqueleto y viceversa,

por lo que pueden activar muchas vias de sefalizacién intracelular (Hynes RO, 2002). Las
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integrinas se expresan ampliamente en todas células nucleadas (Barczyk M, 2009).
Participan en los procesos de adhesion, proliferacion, polaridad, movilidad, secrecion,
diferenciacion, apoptosis y supervivencia celular. Las integrinas y sus ligandos juegan un
papel importante durante el desarrollo embrionario, la respuesta inmune, el trafico
leucocitario, la angiogénesis, asi como durante el desarrollo de procesos patologicos
(Hynes RO, 2002).

Las integrinas son glicoproteinas transmembranales del tipo |, es decir, que atraviesan la
membrana plasmatica una sola vez. Estructuralmente estan formadas por una subunidad
a y una B que su unen de manera no covalente y forman un heterodimero obligado. En
vertebrados se conocen 18 subunidades a y 8 de B, las cuales pueden ensamblarse en 24
integrinas diferentes. Las integrinas pueden agruparse como receptores especificos de

leucocitos, colagena, laminina y de sitios RGD (Hynes RO, 2002) (Fig. 2).

Plaquetas
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()

Receptores de Laminina

Figura 2. Clasificacién de Integrinas. Los triangulos purpura indican que la subunidad a posee el
dominio |. Modificado de Hynes RO 2002.

1.6.1 Caracteristicas estructurales de integrinas
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Las integrinas poseen un gran dominio extracelular de aproximadamente 1000 residuos
de aminoacidos para la subunidad a y de 700 residuos de aminoacidos para la subunidad
B, un dominio transmembranal con una secuencia de 5 residuos de aminoacidos en
comun (GFFKR) y un dominio citoplasmatico muy pequefio de 30 a 50 residuos de
aminodacidos (Fig. 3A). El dominio citoplasmatico carece de funcidon enzimatica y esta
asociado a proteinas del citoesqueleto y a proteinas de sefializacion intracelular, por lo
que las integrinas llevan a cabo la traduccion de sefales por medio de proteinas como la
cinasa ligada a integrina (ILK, por sus siglas en inglés, integrin linked kinase) y la cinasa
de adhesion focal (FAK, por sus siglas en inglés, focal adhesion kinase) (Humpries MJ,
2000; Pan L, 2016).

La subunidad a esta formada por 7 hélices B interconectadas de manera circular, las
cuales forman la -eabeza” de esta subunidad. La -eabeza” estd conectada a otra
estructura denominada -muslo”. Ambas estructuras estan sostenidas por una —pierna” que
esta formada por los dominios Calf-1 y Calf-2 (Fig. 3A) (Barczyk M, 2010; Liddington RC,
2014). Las ultimas 4 laminas de hélices B contienen los dominios EF que unen Ca?* (Fig.
3B). La unién de Ca?* en estos sitios afecta alostéricamente la unién al ligando (Barczyk
M 2010; Johansson MW, 2013).

A B
a B *
Dominio | — | Dominiol |
Cabeza— —FPSI : : Subunidad
o | 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 | ‘Muslo ICaIf1|CaIf2| a
—Hibrido L
Hélices B
Muslo
- \ 1 | 5 | 3 | 4 | Subu‘;lidad
/Ca‘” EGF AN Dominios EGF
Piema’ | /
\CaIf-Z *
* Sitios de unién a Mg?*
—[ Sitios de uniéon a Ca?*
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Figura 3. A) Estructura general de integrinas. Modificado de Barczyk M 2010. B)
Representacion de la disposicion de los dominios en una integrina que contiene el dominio
l. Modificado de Johansson MW, 2013.

Nueve de las 18 subunidades a poseen un dominio | o al, el cual esta presente en el
subgrupo de integrinas 1 de uniéon a colagena y B2 especificas de leucocitos (Fig.2).
Este dominio esta formado por 200 residuos de aminoacidos aproximadamente, que se
estructuran en 5 laminas 8 plegadas y 7 a hélices. El dominio al se encuentra insertado
entre las laminas 2 y 3 de hélices B de la -eabeza” de la subunidad a (Fig. 3B) (Liddington
RC, 2014).

La unién al ligando ocurre mediante un enlace del ion Mg* en el sitio de adhesion
dependiente del ion metalico (MIDAS, por sus siglas en inglés, metal ion dependent
adhesion site) localizado en el dominio |. Los dominios al con la capacidad de interactuar
con colagenas también poseen un dominio llamado hélice aC, el cual juega un papel

importante para la unién a colagena (Barczyk M, 2010).

El dominio | no es privativo de la subunidad a, también esta presente en la subunidad 8
donde se denomina Bl. El dominio Bl une un acido aspartico cargado negativamente del
ligando mediante un ion metalico de MIDAS cargado positivamente, esto ocurre
unicamente en integrinas sin el dominio al, como las integrinas que se unen a lamininas y
a sitios RGD (Gardner H 2014; (Liddington RC, 2014).

La subunidad B contiene un dominio PSI (plexina-semaforina-integrina), un dominio
hibrido, el dominio Bl y cuatro repeticiones del factor de crecimiento epidermal (EGF) ricos
en cisteina (Fig.3B). El dominio Bl ademas de MIDAS posee un sitio adyacente a éste
(ADMIDAS, por sus siglas en inglés, site adjacent to MIDAS) que se une a un ion Ca?
inhibitorio. El sitio ADMIDAS unido a un ion Mn? lleva a un cambio conformacional

resultando en una forma activa de la integrina (Barczyk M, 2010).

Las cadenas B comparten homologia en el regiéon citoplasmatica con motivos NPX/Y
capaces de unir proteinas con dominios PTB. Proteinas como talina y kindlinas activan
integrinas mediante la unién a la regién citoplasmatica de la subunidad 3, mientras que

filamina A regula de forma negativa esta activacién (Barczyk M, 2010; Bouvard D, 2013).
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1.6.2 Integrina a1p1

La integrina a1B1 también conocida como VLA-1 (Very late antigen I, por sus siglas en
inglés) o CD49a/CD29. Se une principalmente a colagenas y a laminina 111, otros
ligandos son matrilina 1 expresada en cartilago, galectinas 1, 3 y 8, el dominio NC1 de
colagena IV y semaforina 7A sobre macréfagos. La integrina a131 tiene una alta afinidad
por la colagena tipo IV que por la tipo | en tejido conectivo. El dominio al de la integrina
a1B1 puede unirse a la triple hélice de colagena en diferentes sitios con diferente afinidad.
Entre estos sitios se encuentran las secuencias GLOGER, GFOGER (donde O es
hidroxiprolina) y GFPGEN. El sitio de union a colagena IV de a1B1 es unico y de alta
afinidad, donde se requiere Asp 461 en la cadena a1 y Arg 461 en la cadena o2 de
colagena V. La integrina a131 también es un receptor de colagena IX (en cartilago) y XVI

(en tejido conectivo) (Gardner H, 2014).

La integrina a1B1 estda ampliamente expresada en mesénquima, células del sistema
inmune, como monocitos, macréfagos, linfocitos T activados, linfocitos B y linfocitos NK
(Natural killer, por sus siglas en inglés), fibroblastos, musculo liso, endotelio vascular, asi
como en una minoria del tejido epitelial (Gardner H, 2014). En las vias aéreas de
humanos sanos esta integrina se expresa en células progenitoras del musculo liso
(Fernandes D. 2006). La integrina a1B1 se ha detectado de forma soluble en fluidos
corporales de humano, como el suero y la orina de pacientes con nefropatia por
inmunoglobulina A y en fluido ocular de pacientes con cataratas (Bank I, 1999, 2001; Bank
J, 2008).

Entre sus funciones la integrina a1B1 se caracteriza por ser un regulador negativo de la
sintesis de colagena | por fibroblastos. La unién de a131 a su ligando induce la activacién
de las cinasas reguladoras de la sefial extracelular 1y 2 (Erk 1/2, por sus siglas en inglés
extracellular signal regulated kinases) via proteinas adaptadoras Fyn y Shc dando como
resultado la reduccion en la sintesis de colagena | (Pozzi A, 1998; Reunanen N, 2000).
Adicionalmente a1B1 regula la expresion de varias MMPs. Sin embargo, parece ser un
proceso mas complejo y probablemente muy especifico del tipo celular (Gardner H, 2014).
Por otro lado, el bloqueo de la subunidad a1 se asocia con la ausencia de la respuesta
inducia por el alérgeno y la hiperreactividad de las vias aéreas en un modelo de

hiperreactividad en ovejas (Abraham WM, 2004).
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1.6.3 Integrina a231

La integrina a2B1también conocida como VLA-2 o0 CD49b/CD29 tiene entre
sus ligandos a las colagenas y las lamininas 111 y 332, asi como, decorinas y perlecano.
Entre las colagenas, la integrina a2B1 se une con mayor afinidad a la secuencia GFOGER
que se encuentra en la colagena tipo I, Il y XI. La integrina a2B1 también se une a las
colagenas llI-V, XVI y a la colagena Xlll transmembranal (Madamanchi A, 2014). Ademas
de estas colagenas, el dominio al de la integrina a231 es capaz de unirse a la proteina del
complemento C1q, a miembros de la familia de colectinas, como la proteina surfactante A
y la lectina de unidon a manosa, debido a que estas moléculas contienen segmentos de
una triple hélice de colagena y su union a estas moléculas induce la activacién de células
cebadas in vitro (Edelson BT, 2006).

La integrina a2B1 se expresa en células epiteliales, plaquetas, megacariocitos y
fibroblastos, células NK, células cebadas, monocitos y neutréfilos. La expresion sobre
linfocitos T y células endoteliales varia dependiendo de la diferenciacion y del estado de
activacion celular (Madamanchi A, 2014). También se ha descrito su expresion en células
Th17 que se adhieren a colagena tipo | y Il (Boisvert M, 2007). En las vias aéreas de
humanos la integrina a2pf1 se expresa en células epiteliales bronquiales (Fernandes D,
2006). Se ha descrito que esta integrina estimula la acumulacion de colagena y
fibronectina en las vias aéreas de pacientes con asma (Bazan-Socha S, 2012; Fernandes
DJ, 2006).

Entre las funciones de la integrina a2B31 se encuentra la regulacion positiva de la sintesis
de colagena, mediante la activacion de la proteina p38 (lvaska J, 1999). Por lo que el
efecto de la integrina a2B1 sobre la sintesis de colagena es contrario al efecto de la
integrina a1B1. Adicionalmente esta integrina juega un papel importante en el trafico de

células inflamatorias, la angiogénesis y el desarrollo de fibrosis (Madamanchi A, 2014).
1.6.4 Subunidad B1 de Integrina

La subunidad 1 de integrina también conocida como CD29, puede formar heterodimeros
con las subunidades a1- a11 y av (Fig. 2) (Pan L 2016). Forma parte de las integrinas de
unidon a colagenas, lamininas y de sitios RGD como fibronectina y vitronectina. Se

expresa en una amplia variedad de células como fibroblastos, células epiteliales,
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basdfilos, eosindfilos, neutréfilos, monocitos, macrofagos, células cebadas y linfocitos T.
En las vias aéreas esta subunidad asociada a a1 y a5 se expresa en células del musculo
liso, la asociacion con a2, 3, 5, 6, 9 y av se observa en células epiteliales bronquiales y la
asociacion con las subunidades a1 y a3 en células mesenquimales de las vias aéreas
(Fernandes D, 2006; Pan L, 2016; Fig. 4).

El dominio citoplasmatico de la subunidad B1 de integrina interactia con proteinas del
citoesqueleto como alpha actina y paxilina y con proteinas de sefalizacién intracelular
como FAK, ILK y la proteina 1 asociada al dominio citoplasmatico de integrina (ICAP-1,

por sus siglas en inglés, integrin cytoplasmic domain associated protein 1) (Pan L 2016).

Entre sus funciones la subunidad 1 de integrina regula la capacidad de diferenciacion y
proliferacion del musculo liso de las vias aéreas mediante la activacion por colagena | y
fibronectina (Nguyen T 2005). Regula la sintesis de colagena dependiendo de su
asociacion con las subunidades a1 o a2 (Gardner H 2014) y regula el depdsito de
fibronectina sobre el musculo liso de las vias aéreas (Moir LM 2008). Adicionalmente una
correlacion entre la activacion de la subunidad 1 de integrina de eosindfilos y la
disminucién en la funcién pulmonar ha sido observada en pacientes jovenes-adultos con

asma no severa (Johansson MW. 2012).

1.6.5 Subunidad de Integrina 32

La subunidad B2 de integrina conocida como CD18 se asocia con 4 diferentes
subunidades a, formando los heterodimeros aDB2, aLB2, aMB2 y aXp2. Las integrinas
aMpB2 y aXB2 son los receptores del complemento CR3 y CR4 (Brennan M, 2014). Todos
estos receptores se unen por lo menos a uno de los cinco miembros de la familia de
moléculas de adhesién intercelular (ICAM, por sus siglas en inglés, intercellular adhesion
molecules) (Arnaout MA 2016; Pan L 2016).

La integrina aLB2 (CD11a) se unen a toda la familia ICAM (1-5), a la molécula 1
especifica de células endoteliales (ESM 1, por sus siglas en inglés, endothelial cell-
specific molecule-1) y a la molécula 1 de adhesion de la union (JAM 1, por sus siglas en
inglés, junctional adhesion molecule 1). Por otro lado, la integrina aMB2 (CD11b) es la

integrina mas promiscua, ya que, tiene mas de 40 ligandos reportados, incluyendo, iC3b,
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ICAM 1, 2, 3 y 4, fibrindgeno, fibronectina, factor X, Iba de plaquetas, JAM 3 y algunas
proteasas. La integrina aXpB2 (CD11c) se une a ICAM 1 y 4, iC3b y la molécula de
adhesion celular vascular 1 (VCAM 1, por sus siglas en inglés, vascular cell adhesion
molecule 1). Finalmente, la integrina aDpB2 (CD11d) se une a ICAM 3y a VCAM 1y a

varias proteinas de matriz extracelular (Arnaout MA, 2016).

Las integrinas B2 se expresan solo sobre leucocitos pero su expresion varia entre las
poblaciones de éstos. La integrina alLp2 se expresa en todos los leucocitos pero
principalmente sobre linfocitos T y B. La integrina aMB2 se expresa predominantemente
en neutréfilos, células NK, fibrocitos, células cebadas, linfocitos B, células T CD8+ y
células T yd. La integrina aXB2 es abundante en células dendriticas mieloides,
macrofagos, células dendriticas de la pulpa blanca del bazo y de la zona marginal,
también se expresa en macréfagos alveolares pulmonares, células NK, linfocitos T y B.
Por su parte, la integrina aDB2 se expresa en la mayoria de los neutréfilos y monocitos en
circulaciéon sanguinea en humanos, sobre células NK, y en una pequefa fraccion de
células T circulantes y sobre eosindfilos en pacientes con asma (Johansson MW, 2008;
Arnaout MA, 2016; Fig. 4). Adicionalmente la integrina aMB2 se ha encontrado de forma
soluble en fluidos corporales como en liquido sinovial en artritis y en suero de ratén
(Gjelstrup LC, 2010; Nielsen GK, 2014).

Las integrinas que poseen la subunidad B2 tienen una funcién fundamental en la
migracién transendotelial de leucocitos, fagocitosis y apoptosis. Defectos en la subunidad
B2 de integrina en humanos provoca una deficiencia en la adhesién de leucocitos, y por lo
tanto la disminucion de su reclutamiento hacia las zonas de infeccion (Arnaout MA, 2016;
Pan L, 2016). En el asma los eosindfilos que portan la integrina aMB2 activadas por IL5 o
IL13 se adhieren y migran sobre periostina (Johansson MW, 2013; Fig. 4). En pacientes
con asma existe un aumento en la poblaciéon de neutréfilos que portan la integrina aM2

en comparacion con el grupo control (Ciepiela O, 2013).
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Figura 4. Expresion de integrinas en células inflamatorias y células estructurales de las vias
aéreas. *La subunidad de integrina B1 puede asociarse con 12 diferentes subunidades a.
Johansson MW, 2008; Fernandes D, 2006; Pan L, 2016.

1.6.6 Corte proteolitico del dominio extracelular de integrinas (“shedding”)

La mayoria de los estudios realizados sobre integrinas se enfocan en su expresién sobre
la superficie celular y en su papel sobre la adhesién y migracién. Sin embargo, se han
encontrado integrinas como aMB2 y a1B1 en fluidos corporales de humanos en
condiciones de inflamacion y en sujetos sanos (Bank | 1999, 2001; Bank J 2008; Nielsen
GK, 2014). Lo que sugiere la importancia funcional de un proceso conocido como
-shedding”, el cual se refiere al corte proteolitico del dominio extracelular de receptores de
superficie, generando moléculas solubles y al mismo tiempo regulando su expresion en la
superficie celular (Hayashida K, 2010; Nielsen GK, 2014).

Este proceso afecta a diversas moléculas, incluyendo citocinas, factores de crecimiento,
enzimas y moléculas de adhesion celular, entre otras. El corte proteolitico de los dominios
extracelulares es efectuado por proteasas conocidas como sheddases, entre ellas se
encuentran la familia de desintegrinas y metaloproteasas (ADAMs, por sus siglas en

inglés, a disintegrin and metalloproteinase) y la familia de MMPs (Arribas J 2002;
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Hayashida K 2010). Se sabe que MMPs como MMP2, MMP7 y MMP9 pueden cortar
dominios extracelulares de algunas integrinas como 31 y B2 (von Bredow DC, 1997;
Gomez IG, 2012; Kryczka J, 2012).

1.7 MMPs

Las MMPs son una familia de endopeptidasas dependientes de zinc responsables de la
degradacién de los componentes de la matriz extracelular y del corte proteolitico del
dominio extracelular de receptores de superficie (Arribas J 2002; Cauwe B. 2007). Tienen
actividad sobre una gran variedad de sustratos, que incluyen otras proteasas, inhibidores
de proteasas, factores de coagulacion, moléculas quimiotacticas, factores de crecimiento,
moléculas de adhesion célula-célula y célula-MEC, asi como, los receptores
transmembranales (Cauwe B, 2007). Las MMPs comparten varias caracteristicas
funcionales incluyendo la habilidad para degradar por lo menos un componente de matriz
extracelular, poseen un atomo de zinc en su sitio activo, son sintetizadas como zimégenos

y su actividad es regulada por TIMPs (Page-Mc C, 2007).

La familia de las MMPs esta formada por 28 miembros, casi todas las MMPs poseen
dominios altamente conservados (Fig. 5). El péptido sefal (PS) o pre-dominio que dirige a
la proteina a la secrecion extracelular. El pro-péptido o pro-dominio responsable de la
latencia de las MMPs, posee un residuo de cisteina altamente conservado (PRCGVPD),
el cual es responsable de estabilizar la estructura inactiva de la pro-enzima. El grupo tiol
del residuo de cisteina forma un enlace coordinado con el atomo de zinc que se encuentra
en el dominio catalitico manteniendo la latencia de la metaloproteasa. La activacion de
cualquier pro-MMP requiere el rompimiento de este enlace cisteina-zinc (Fig. 6). El
dominio catalitico es el responsable de la actividad proteolitica y presenta una secuencia
conservada (HExGH). El dominio tipo hemopexina en el extremo carboxilo terminal posee
de 3 a 4 secuencias repetidas similares a la proteina hemopexina y se conecta al dominio
catalitico mediante una region rica en prolina denominada bisagra. ElI dominio tipo
hemopexina y la bisagra participan en el reconocimiento de la enzima por su sustrato y en
la interaccion de la enzima con sus inhibidores (Visse R, 2003; Page-Mc C, 2007). Las
MMP2 y MMP9 poseen fibronectina tipo Il insertado en el sitio catalitico, la cual media la

union a colagenas. La mayoria de las MMPs son secretadas, sin embargo, 6 poseen
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dominios transmembranales y se encuentran ancladas a la membrana plasmatica por lo

que se les denomina MMPs tipo membrana (Visse R, 2003).

MMPs
7,26 |s| pro | cat (zn) |
1,3,8,10,
12,1318, [s| Pro | cat (zn) W Hpx |
19, 20, 27
Fn Fn Fn
2,9 |S| Pro | Cat CZDH Hpx |

21 |s| po | cat Gz Hpx |
1,28 [s]| pro N cat (zn) M Hpx |
14,15,16,24 [s| pro | cat (zn) W  Hpx
17,25 |s| Pro || cat (zn) W  Hpx (¢
23 [s[n] Pro N cat (zn) [ca] 1g

Figura 5. Representaciéon esquematica de los dominios de MMPs. S, péptido sefial; Pro, pro-
peptido; Cat, sitio catalitico; Hpx, dominio tipo hemopexina, Fn, dominios de fibronectina; V,
vitronectina; |, dominio transmembranal tipo I; Il, dominio transmembranal tipo Il; Cp, dominio
citoplasmico; G, glicofosfatidilinositol; 1g,dominio tipo IgG ; Zn, zinc del sitio activo y Ca, regién de

arreglo de cisteina. Modificado de Visse R, 2003.
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Figura 6. Estructura esquematica de una MMP en su forma activa e inactiva. Las MMPs son
sintetizadas como zimoégenos. Un residuo de cisteina conservado en el pro-dominio se enlaza con
el ion zinc del dominio catalitico lo que mantiene la latencia de la metaloproteasa. La ruptura del

enlace cisteina-zinc genera la forma activa de las MMPs. Modificado de Page-Mc C, 2007.
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1.7.1 MMP2 y MMP9

MMP2 y MMP9 conocidas como gelatinasas A y B respectivamente por su capacidad de
hidrolizar colagena | (gelatina). Estas enzimas también degradan otros componentes de la
matriz extracelular como colagena IV, lamininas y fibronectina e hidrolizan factores de

crecimiento y moléculas de adhesion celular (Toth M, 2001).

MMP2 es una enzima de 72 kDa aproximadamente en su forma latente, en condiciones
normales puede ser expresada por fibroblastos, condrocitos, células endoteliales y
macrofagos. MMP9 es una enzima que en su forma latente pesa 92 kDa y que en
condiciones normales es expresada por condrocitos, neutrdfilos, linfocitos T, macréfagos y
osteoclastos y puede ser producida como mondémero u homodimero (Van den Steen,
2002; Moreland LW, 2004). Ambas enzimas son sintetizadas como zimoégenos latentes
(pro-MMPs) los cuales pueden ser activados por corte proteolitico o desestabilizaciéon del
pro-dominio mediante la uniéon a su sustrato (Moreland LW, 2004). Ambas proteasas
cuentan con sus inhibidores enddgenos que pueden mantenerlas en latencia, TIMP-1 y 2

respectivamente (Yue J, 2012).

Las MMPs pueden interactuar con receptores de superficie celular como las integrinas
para afectar multiples vias de senalizacion y modular procesos celulares en estados
fisiolégicos y patoldgicos. Las MMP2 y MMP9 pueden actuar como sheddases y cortar
dominios extracelulares de integrinas (Hayashida K, 2010). La MMP9 in vivo corta la
integrina a6B4 de células epiteliales de corneas de ratén (Pal-Ghosh S, 2011) esta misma
proteasa corta la subunidad 32 de macréfagos en los residuos de aminoacidos Ala 705 e
lle 706 (Vaisar T, 2009), ademas regula la migracion de macréfagos en los sitios de
inflamacién (Gomez IG, 2012). Adicionalmente la MMP2 corta el dominio extracelular de

la integrina 31 en células de cancer de colén (Kryczka J, 2012).

Ademas de esta esta actividad proteolitica las MMP2 y MMP9 también desempefian un
papel importante en la remodelacién de las vias aéreas en el asma y durante la
exacerbacion o crisis de asma son secretadas tanto por ceélulas estructurales e
inflamatorias de las vias aéreas (Ohbayashi H, 2005; Gonzalez AG, 2016). Asi mismo,
altos niveles de MMP9 en suero, esputo y lavado bronco-alveolar han sido observados en

pacientes con asma persistente (Naik SP, 2016).
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo en un modelo de asma
alérgica en cobayos, se ha descrito que la inflamacién pulmonar crénica se acompafio de
gran acumulacién de las integrinas a1B1 y a2B1 libres, es decir, no unidas a células.
Mediante microscopia electronica se determind que estas integrinas solubles estaban
sobre las colagenas tipo | de la lamina propia, el intersticio y la tipo IV de la membrana
basal. Asi mismo, por morfometria observamos que la magnitud de la expresién de la
subunidad B1 de integrina libre correlacioné directamente con el grado de fibrosis e
inflamacioén de la via aérea (Bazan-Perkins B, 2009). Posteriormente mediante ELISA se
han encontrado ciertos niveles de las integrinas a1B1 y a2f1 y la subunidad 2 solubles
en suero y lavado bronco-alveolar de los cobayos del modelo de asma (Garcia-Trejo D,
2014). Asi mismo, se ha evaluado la secrecion de la subunidad 31 de integrina en
miocitos de las vias aéreas de cobayos de este mismo modelo de asma (Alvarez-Santos
2016).

Por otro lado, existen estudios donde se ha encontrado a las integrinas a11 y aMp2
solubles en fluidos corporales de humanos en condiciones normales y de inflamacion
(Nielsen GK, 2014). Esto sugiere la importancia funcional de un proceso conocido como
-shedding”, el cual se refiere al corte proteolitico del dominio extracelular de receptores de
superficie, generando moléculas solubles, el cual puede ser efectuado por diferentes

proteasas (Hayashida K, 2010).
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3. JUSTIFICACION

El asma es una de las enfermedades crénicas de mayor prevalencia a nivel mundial
(OMS, 2016). Asi mismo, las crisis 0 exacerbaciones de asma representan un incremento
de los costos en el sistema para el cuidado de la salud y una disminucion en la calidad de
vida de los pacientes (Johnston NW. 2006). Los pacientes con frecuentes crisis de asma
tienen una disminucién progresiva de la funcién pulmonar y un incremento en la bronco-
obstruccién, consecuencia de la inflamacion y/o la remodelacién de las vias aéreas (Bai
TR, 2007). En particular, la deteccion oportuna de la remodelaciéon de las vias aéreas,
mediante métodos no invasivos, podria evitar la disminucion permanente de las funciones

respiratorias, las crisis recurrentes y las complicaciones futuras (Marandi Y, 2013).

En diferentes estudios las integrinas se han encontrado de forma soluble (Bank J, 2008) y
en nuestro modelo de asma en el cobayo hemos identificado que la expresién de
integrinas solubles en el suero se relaciona con el grado de fibrosis de las vias aéreas
remodeladas y la inflamacién (Bazan-Perkins B, 2009). Las integrinas son las principales
moléculas que participan tanto en el reclutamiento de células inflamatorias hacia las vias
aéreas como en la interaccion entre los componentes de la matriz extracelular y las
células estructurales de las vias aéreas (Fernandes D, 2006; Baek JK, 2013). Se ignora si
los niveles de las integrinas solubles en suero de pacientes con asma se modifican
durante las crisis de asma. Por lo que en este estudio de medicina traslacional queremos
conocer los niveles en circulacién sanguinea de las integrinas a131 y a2B1, asi como de
las subunidades B1 y B2 en suero de pacientes con y sin crisis de asma. Los niveles de
las integrinas solubles en suero pueden ser una herramienta para la deteccion y

prevencion de las crisis recurrentes de asma.
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4. HIPOTESIS

Los niveles de integrinas en circulacién sanguinea aumentan en los pacientes con crisis

de asma.

5. OBJETIVOS

Objetivo General
e Evaluar los niveles de integrinas en circulacion sanguinea de los pacientes con y

sin crisis de asma.

Objetivos particulares

e Cuantificar los niveles de las integrinas a1B1, a2B1 y las subunidades 1 y 2 en
pacientes con y sin crisis de asma.

e En estos pacientes relacionar los niveles de las integrinas con su FEV1.

e Cuantificar los niveles de colagena | en estos mismos pacientes y relacionarlos
con sus niveles de integrinas.

o Detectar las proteasas MMP2 y MMP9 involucradas en el corte proteolitico de
integrinas en suero de los pacientes con y sin crisis de asma.

e Evaluar la actividad de estas proteasas en suero de los pacientes mencionados
previamente.

e Relacionar la intensidad relativa de las integrinas a1B1, a2B1, y las subunidades
B1y B2 con las proteasas MMP2 y MMP9.

27



6. METODOLOGIA

6.1 Grupo de estudio

En este estudio se incluyeron 47 pacientes con diagndstico previo de asma, 29 de ellos no
presentaban crisis de asma durante la toma de muestra y 18 pacientes que cursaban con
crisis de asma segun los parametros clinicos en el momento de la toma de muestra.
Adicionalmente ingresaron al estudio 29 sujetos sanos. Todos los individuos en este
estudio fueron mayores de 18 afos reclutados de la Clinica de Asma y del Banco de
Sangre del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). Para ser incluidos
en este estudio, cada paciente y voluntario sano cumplieron con los criterios de inclusién,
exclusion y eliminacién (tabla 2). Asi mismo, se solicité el consentimiento informado de
todas las personas que participaron y en todo momento se mantuvo la privacidad de los

datos y de los resultados obtenidos.

Tabla 3. Criterios de inclusién, exclusion y eliminacion

Criterios de Inclusion
= Aceptar participar en el estudio de manera voluntaria e informada.
= Entre 18 y 60 afios de edad.
= Cualquier género.
Grupo de pacientes con asma
= Con diagndstico médico de asma.
= No padecer ninguna otra neumopatia.
Grupo sin asma (controles sanos)

= Sin asma y sin antecedentes familiares de asma.

Criterios de exclusién
*= Presentar una exacerbacion de otra neumopatia.

= Padecer alguna enfermedad crénica o algun tipo de fibrosis.

Criterios de eliminacion
= Presentar alguna infeccion respiratoria.
= Oponerse a la toma de muestra o no encontrarse en condiciones de donarla.
= Ser fumador.
= Estar embarazada.

= Tener algun conflicto con el manejo de sus datos o informacion personal.
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6.2 Deteccion de los niveles de integrinas y colagena | en suero de pacientes con

asma y voluntarios sanos

La determinacion de las integrinas y las subunidades de integrinas asi como de colagena
| se realiz6 mediante inmunoensayo ligado a enzima (ELISA) de tipo directo. Se
colectaron 5 ml de sangre tanto de pacientes con asma como de voluntarios sanos en
tubos vacutainer tapa roja (BD, USA). Para la obtencion del suero las muestras de sangre
se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min a 4°C en una centrifuga (Heittich-Zentrifugue,
Tultlingen, Alemania). El suero se almacend en alicuotas a -80 °C para la posterior

cuantificacion de los niveles de integrinas y colagena |.

Para la cuantificacion de las integrinas a1p1, a2B1 y las subunidades B1 y 32, asi como
de colagena | en suero, se sensibilizaron placas de 96 pozos (Costar, E. U.) con 50 ul de
suero de pacientes con asma o controles sanos diluidas 1:10 en una solucion
amortiguadora de carbonatos (NaCO3 0.015 M, NaHCO3; 0.035 M, pH 9.6) y se incubaron
toda la noche a 4°C. El volumen de las placas fue decantado y los pozos fueron lavados
con una solucion amortiguadora de fosfatos (PBS) (NaH,PO, 13 mM, Na,HPO, 88 mM,
NaCl 150 mM; pH 7.2) y Tween 20 al 0.05% (PBS-T) (Sigma, E.U.) (PBS-T). Los sitios
inespecificos fueron bloqueados con una solucién de trabajo que contenia PBS-T y 1% de
albumina sérica bovina FV (Signa USA) durante 3 horas a 37 °C con agitacion constante.
Al término de la incubacién los pozos fueron decantados y lavados con PBS-T.
Posteriormente los pozos fueron incubados dos horas a temperatura ambiente y agitacion
constante con los siguientes anticuerpos: anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio
extracelular de la integrina a1 humana (hecho en ratén, R&D Systems) en una
concentracién de 1ug/mL; anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio extracelular de
la integrina a2 humana (hecho en ratén, Millipore) en una concentracién de 1ug/mL;
anticuerpo monoclonal dirigido contra el dominio extracelular de la integrina 1 humana
(hecho en ratén, Millipore) en una dilucion de 1:500; anticuerpo monoclonal dirigido contra
el dominio extracelular de la integrina 32 humana (hecho en ratéon, R&D Systems) en una
concentracion de 1ug/mL y anticuerpo monoclonal dirigido contra colagena | humana
(hecho en ratén, Abcam) en una diluciéon 1:1000. Al término de la incubacion los pozos
fueron lavados con PBS-T y se incubaron durante dos horas a 37 °C con un anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rabano (Sigma, E.U.) y durante diez minutos en una

solucién de ortofenil diaminobencidina al 0.04% (Sigma, E.U.) que contenia 0.1% de
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peréxido de hidrogeno (Merck KGaA, Alemania). La reaccion se detuvo con 30 ul por pozo
de acido sulfurico 2.5 N. La absorbancia se midié a 492 nm en un lector colorimétrico

automatizado (LabSystems, USA).

6.3 Western Blot

Las muestras de suero fueron diluidas 1:10 en solucién amortiguadora de fosfatos y
posteriormente se cuantificaron las proteinas totales del suero mediante el método del
acido Bicinconinico (BCA) siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante (Thermo
Scientific, USA). Treinta ug de proteinas se corrieron en geles de poliacrilamida SDS al
8% bajo condiciones reductoras y posteriormente se transfirieron a membranas de
fluoruro de polivinilideno (PVDF) (BioRad, USA). Las membranas fueron bloqueadas
durante 2 horas a temperatura ambiente con leche en polvo libre de grasas diluida al 5%
en un amortiguador salino (Tris-HCI 10 Mm; NaCl 150 mM; pH 8) y Tween 20 al 0.05%
(TBS-T) TBS-T, posteriormente las membranas fueron lavadas con TBS-T e incubadas
toda la noche a 4°C con el anticuerpo primario monoclonal dirigido contra las integrinas y
las MMPs (hechos en ratén, Millipore). Al término de la incubacion las membranas fueron
lavadas nuevamente y se incubaron con un anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa
de rabano durante una hora a 37 °C. Finalmente se lavaron las membranas y se
incubaron con una solucién de luminol (5-amino-2,3-dihidro-ftalazina-1,4-diona) y peréxido
de hidrégeno (SuperSignal West Femto, Thermo Scientific, USA) durante un minuto. Para
la deteccion de las bandas, las membranas se expusieron en un fotodocumentador
(Chemidoc MP, BioRad, USA) y los resultados fueron cuantificados por densitometria

utilizando el programa Image J.

6.4 Zimografia en geles de gelatina

La actividad gelatinolitica de la MMP2 y la MMP9 en las muestras de suero fue evaluada
por zimografia. Las muestras fueron ajustadas a 30 pg de proteina y analizadas en geles
de poliacrilamida al 10% los cuales contenian 1 mg/ml de gelatina. Después de la
electroforesis los geles fueron lavados con Triton X-100 (Sigma, St Louis MO USA) al
2.5% durante 30 minutos y puestos en el buffer de incubacion (glicina 0.1 M, pH 8; CaCl,
5 mM y ZnCl 5 mM) durante toda la noche a 37 °C. Posteriormente los geles fueron

tefiidos con azul de Coomassie R-250 al 0.5% y destefiidos en una solucién de etanol
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30% y acido acético 10%, en el gel se observaron bandas blancas que representan la
actividad enzimatica en un fondo azul. El analisis cuantitativo de la actividad gelatinolitica

se realizdé mediante la densitometria de las bandas en el programa Image J.

6.5 Analisis estadistico

Todos los datos se sometieron a la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para determinar si
tenian una distribucién normal. Los valores descriptivos de las variables fueron
expresados como la media el error estandar. Las comparaciones entre los grupos se
evaluaron mediante analisis de varianza (ANOVA) de una via seguida de la prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Para los datos no paramétricos las comparaciones
entre los grupos se evaluaron mediante la prueba de Kruskal Wallis y la prueba de
comparaciones multiples de Dunn. Las asociaciones entre los niveles de las integrinas,
colagena I, FEV1 y las MMPs fueron determinadas por el coeficiente de correlacion de
Spearman. Todas las pruebas se llevaron a cabo en el programa estadistico Graph Pad

Prism 6.05. La significancia estadistica se establecié con una P<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 Caracteristicas generales de los pacientes con asma y los controles sanos

incorporados en el estudio

En este estudio se incluyeron 47 pacientes con asma de la Clinica de Asma del INER, los
cuales fueron divididos en dos grupos; un grupo que durante la muestra no presentaba
crisis de asma (n=29) y otro grupo que al tomarse la muestra presentaba crisis de asma
(n=18), asi mismo se incluyeron 29 voluntarios sanos. Las caracteristicas generales de las
personas incluidas en este estudio se muestran en la tabla 3. Como se esperaba el FEV1
fue menor en los pacientes con asma en comparacién con los controles sanos (P<0.001).
A su vez el FEV1 del grupo de los pacientes con crisis de asma disminuyo
significativamente en comparacion con el grupo de pacientes sin crisis de asma y los
controles sanos (P<0.001). El resto de las caracteristicas no mostraron cambios

significativos entre los grupos.

Tabla 4. Caracteristicas generales de los grupos incluidos en el estudio.

Controles sanos Asma Valor de
(n=29) sin crisis (n=29) con crisis (n=18) P
Género Hombres: 54.8% Hombres: 41.2% Hombres: 60%
Mujeres: 45.1% Mujeres: 58.8% Mujeres: 40%
Edad (afios) 38.6+4.2 38.1£3.5 34.9+4.03 0.969*
0.674t
0.510%
Peso (Kg) 66 + 2.61 62.8+54 76.28 + 7.91 0.102*
0.099t
0.068%
indice de masa 24.8 + 0.87 26.86 + 1.04 27.66 +2.13 0.860*
corporal (kg/m?) 0.915t
0.843%
FEV1 (% predicho) 955+7.5 50.21 + 2.08 36.86 + 4.69 0.01*¢
0.0011

ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. *P, controles sanos vs asma

sin crisis; TP, controles sanos vs asma con crisis; £ P, asma sin crisis vs asma con crisis.
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7.2 Niveles de las integrinas a1B1, a2B1 y la subunidad B1 y B2 de integrina en

el suero de pacientes con asma.

Se obtuvo el suero de los pacientes con asma y voluntarios sanos, donde se midieron las
integrinas a1B1, a2B1, asi como las subunidades B1 y B2 de integrinas mediante ELISA

de tipo directo. Los niveles de las integrinas se expresaron en ng de integrina/mL.

En todos los grupos se detectaron ciertos niveles de las integrinas a1f1, a2B1 y las
subunidades B1 y B2 de integrinas de forma soluble. Los niveles de la integrina a131, que
se expresa predominantemente sobre el tejido conectivo y que posee una alta afinidad por
la colagena tipo IV, mas que por la tipo |, mostraron una disminucion significativa en el
grupo de los pacientes con crisis de asma con respecto al grupo de pacientes sin crisis de

asma y al grupo control (P<0.05; Fig.7A).

Este resultado fue corroborado posteriormente mediante un analisis de Western blot,
donde se observd una banda de 155 kDa con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la
subunidad a1 de la integrina en todos los grupos. La densitometria revelé una disminucion

significativa sélo en el grupo de asma con crisis (P<0.001; Fig. 7B).
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Figura 7. A) Niveles de la integrina a131 en suero de controles sanos y pacientes con y sin
crisis de asma. Los niveles de la integrina se expresaron en nanogramos por mililitro (ng/mL) a
partir de curvas patrén con la integrina recombinante. Controles sanos, n=29; asma sin crisis, n=29;
asma con crisis, n=18; *P<0.01 prueba de Kruskal Wallis y prueba de comparaciones multiples de
Dunn. B) Western blot representativo y densitometria de la integrina a1B1. n=8 por grupo, el
rojo de Ponceau se utiliz6 como control de carga. *P<0.01 ANOVA de una via y prueba de
comparaciones multiples de Tukey. Las barras corresponden a las medias * el error estandar en
(A)y (B).

Por su parte, los niveles de la integrina a231, un receptor que se expresa sobre células
epiteliales y fibroblastos y se une a colagenas y lamininas principalmente, mostraron un
aumento significativo en el grupo de asma con crisis, en comparacién con el grupo de
asma sin crisis y de los controles sanos (P<0.01; Fig. 8A). Mediante Western blot se
observo una unica banda de 160 kDa con el anticuerpo monoclonal dirigido contra la

subunidad a2 de integrina, la densitometria mostré que la integrina a2B1 aumenta de
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manera significativa sélo en el grupo de pacientes con crisis de asma en comparacién con

el grupo de asma sin crisis y los controles sanos (P< 0.01; Fig. 8B).
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Figura 8. A) Niveles de la integrina a231 en suero de controles sanos y pacientes sin crisis
de asma y con crisis de asma. Los niveles de la integrina se expresaron en nanogramos por
mililitro (ng/mL) a partir de curvas patrén con la integrina recombinante. Controles sanos, n=29;
asma sin crisis, n=29; asma con crisis, n=16, *P<0.01 ANOVA de una via y prueba de comparacion
multiple de Tukey. B) Western blot representativo y densitometria de la expresion de la
integrina a2B1. n=8 por grupo, el rojo de Ponceau se utilizé como control de carga. *P<0.01
ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. Las barras corresponden a las

medias * el error estandar en (A) y (B).

Los niveles de la subunidad B1 de integrina, una subunidad que puede unirse a 12
diferentes subunidades a, no mostraron cambios significativos entre los grupos. Este

resultado fue corroborado mediante Western blot, donde se observaron dos bandas, una
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banda de 100 kDa y otra de 150 kDa que al analizarse por densitometria no mostraron

cambios significativos entre los grupos (Fig. 9A y B).

A
— 120 -
(<o N
A, A
- A
> 80 - ¢ 4a
€ o L] Atasd
o E 60 o200 T T L i
2 ‘é{ Ny Aus
© 40 - ... ..- AA
g ®e? " AA A A
= 20 AA
2
> 0 .
w
Controles Sin crisis Con crisis
sanos A
sma
B
Controles Asma a 5000
sanos sin crisis
f ] o g
' > 4000 - T
150 kDa TP
3 e
100 kDa © = 3000 - T T T
‘ g %
Ponceau g = 2000 -
c ©
Controles Asma [T
= c _
sanos con crisis £ 5 1000
re!
| I | U:)
150kDa e il e 0 . . . .
100 kDa T T 100 150 100 150 100 150 kDa
Controles Sin crisis Con crisis
— A
] sma

Figura 9. A) Niveles de la subunidad 1 de integrina en suero de controles sanos y pacientes
sin crisis de asma y con crisis de asma. Los niveles de la integrina se expresaron en
nanogramos por mililitro (ng/mL) a partir de curvas patrén con la integrina recombinante. Controles
sanos y asma sin crisis, n=29; asma con crisis, n=26. B) Western blot representativo vy
densitometria de la expresion de la integrina a2B1. n=8 por grupo, el rojo de Ponceau se utilizé
como control de carga. Las barras corresponden a las medias = el error estandar, ANOVA de una

via y prueba de comparaciones multiples de Tukey en (A) y (B).

Los niveles de la subunidad 2 de integrina, una subunidad que forma parte de las
integrinas que se expresan sobre leucocitos y se unen principalmente a miembros de la
familia ICAM, fueron significativamente mayores en los grupos de asma sin crisis y de

asma con crisis en comparacién con el grupo control (P<0.001 y P<0.01; Fig. 10A).
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Posteriormente mediante Western blot se observé una banda de 75 kDa y otra de 120
kDa. El analisis densitométrico mostré un aumento en la intensidad relativa de ambas
bandas de la subunidad B2 de integrina sélo en el grupo de asma con crisis, en

comparacion con el grupo de asma sin crisis y el grupo control (Fig. 10B).
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Figura 10. A) Niveles de la subunidad B2 de integrina en suero de controles sanos y
pacientes con y sin crisis de asma. Los niveles de la integrina se expresaron en nanogramos por
mililitro (ng/mL) a partir de curvas patron con la integrina recombinante. Controles sanos y asma sin
crisis, n=29, asma con crisis, n= 25. *P< 0.01 **P<0.001 prueba de Kruskal Wallis y prueba de
comparacion multiple de Dunn. B) Western blot representativo y densitometria de la expresién
de la subunidad B2 de integrina. n=8 por grupo, el rojo de Ponceau se utiliz6 como control de
carga, *P<0.001 ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. Las barras

corresponden a las medias + el error estandar en (A) y (B).
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7.3 Niveles de colagena | en suero de pacientes con asma

Para correlacionar los niveles de las integrinas a1B81 y a2B1 con uno de sus ligandos se
determinaron los niveles de colagena | mediante ELISA en suero. Los niveles de colagena

I no fueron diferentes entre los grupos (Fig. 11).
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Figura 11. Determinaciéon de los niveles de colagena | en suero de controles sanos y
pacientes con y sin crisis de asma. Las barras corresponden a las medias * el error estandar de
la concentraciéon de colagena | expresada como la absorbancia a 492 nm. n=19, prueba de Kruskal

Wallis y prueba de comparaciéon multiple de Dunn.

7.4 Relacion entre el FEV1 y los niveles de las integrinas a1f1, a2fB1 y las

subunidades de integrina 1 y 2

En la tabla 4 se muestran los coeficientes de correlacién de Spearman entre el FEV1 y los
niveles de las integrinas a1B1, a2B1 asi como las subunidades de integrina 31 y 2 en

suero de pacientes con y sin crisis de asma, asi como los controles sanos.

Los niveles de la integrina a1B1 se asociaron de manera directa y estadisticamente
significativa con el FEV1 (P<0.001, n=76). Esta correlacién indica que a mayor cantidad
de la integrina a1B1 mayor sera el FEV1. Mientras que los niveles de la integrina a2B1 y

las subunidades de integrina B1 y B2 se correlacionaron de manera inversa y
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estadisticamente significativa con el FEV1 (P<0.001, n=76). Esto indica que a mayores
niveles de la integrina a2B1, asi como, de las subunidades de integrina 31 y B2 menor
sera el FEV1.

Tabla 5. Coeficientes de correlacion de Spearman entre los niveles de integrinas y el FEV1

Niveles de integrinas en suero

a1p1 a2p1 B1 B2

* * *

*
FEV1 0.427 -0.383 -0.424 -0.436

*P< 0.01, prueba pareada de t de Student.

En la tabla 5 se muestran los coeficientes de correlacion de Spearman entre los niveles

de colagena | y de las integrinas a1f1, a2B1, asi como, las subunidades de integrina 1y

B2.

Sdlo los niveles de la integrina a231 se asociaron de manera directa y significativamente
con los niveles de colagena | (P<0.01). Por otro lado, los niveles de la integrina a1$31
también se asociaron de manera directa con los niveles de la subunidad 1 y de forma
inversa con los de la subunidad 2, ambas asociaciones con significancia estadistica
(P<0.01). Por su parte, los niveles de la integrina a21 se asociaron de manera directa y
estadisticamente significativa con los niveles de las subunidades B1 y B2 (P<0.001).
Finalmente, los niveles de la subunidad (31 se relacionaron de manera directa con los

niveles de la subunidad de integrina 2.
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Tabla 6. Coeficientes de correlacién de Spearman entre los niveles de integrinas, colagena |

y las subunidades de integrinas.

Niveles de integrinas en suero

a1p1 a2p1 B1 B2
- *
Colagenall -0.218 0.400 0.180 0.162
181 * *
alp -0.172 0.343 -0.328
*%

a2p1 0.733 0.589 *
B1 0714

*P< 0.01, y **P< 0.001. Prueba pareada de t de Student

7.5 Deteccion de las MMP2 y MMP9 en suero de controles sanos y en los grupos
de pacientes con asma

Para determinar la presencia de proteasas que podrian estar participando en el
-shedding” de integrinas presentes en los pacientes de asma. Se determiné la expresién
de las metaloproteasas MMP2 y MMP9 mediante Western blot de suero de los pacientes
con asma y los controles sanos. Estas metaloproteasas son capaces de degradar

colagena tipo 1V, la cual es abundante en la membrana basal de las vias aéreas.

El andlisis mediante Western blot de las enzimas MMP2 y MMP9 revelé una banda de 65
kDa correspondiente a la MMP2 (Fig. 12.) y otra banda de 97 kDa correspondiente a la
MMP9 (Fig. 12). El anédlisis densitométrico de la intensidad relativa de las enzimas MMP2

y MMP9 no mostro diferencias significativas entre los grupos (Fig. 12 y 13).
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Figura 12. Western blot representativo y densitometria de la expresion de la metaloproteasa
MMP2. El rojo de Ponceau se utilizé como control de carga. Las barras corresponden a las medias
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Figura 13. Western blot representativo y densitometria de la expresién de la metaloproteasa
MMP9. El rojo de Ponceau se utiliz6 como control de carga. Las barras corresponden a las medias
+ el error estandar, n=8 por grupo. ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de
Tukey.
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7.6 Actividad de las metaloproteasas MMP2 y MMP9 en suero de controles
sanos y en los grupos de pacientes con asma

Posteriormente se analizo la actividad de las enzimas MMP2 y MMP9 en suero mediante
zimografia y se utilizo la linea celular U937 como control positivo. Se observé una banda
de 65 kDa que corresponde a la forma activa de la MMP2 tanto en los controles sanos
como en los pacientes con y sin crisis de asma (Fig. 14A y B). El analisis densitométrico

de estas bandas no mostré cambios significativos entre los grupos (Fig. 15A).

También se observaron dos bandas de 75 y de 97 kDa que corresponden a la forma
activa y a la forma latente de la MMP9, respectivamente (Fig. 14A y B). La densitometria
reveld un aumento en la actividad gelatinolitica tanto de la forma activa como de la forma
latente so6lo en pacientes con crisis de asma en comparacién con el grupo de controles

sanos (P<0.05 y P<0.01, respectivamente; Fig. 14B).

Adicionalmente se observo una banda de 140 kDa y otra de 200 kDa unicamente en el

grupo de crisis de asma y de forma muy tenue en el grupo control (Fig. 14B).

A B

Controles Asma Controles Asma

U937 sanos sin crisis D U937 sanos con crisis
a

200—>

kDa

140
97> 97>
75> 5>

65> 65>

Figura 14. Zimograma de gelatina de sueros de controles sanos y pacientes sin crisis de
asma (A) y con crisis de asma (B). Las bandas de 65 kDa corresponden a la MMP2 activa. Las
bandas de 75 kDa y 97 kDa corresponden a la forma activa y latente de la MMP9. n= 8 por grupo.

La linea celular U937 se utilizd6 como control positivo.
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Figura 15. Densitometria de las bandas con actividad gelatinolitica de la forma activa (65
kDa) de la MMP2 (A) y la forma latente (97 kDa) y activa (75 kDa) de la MMP9 (B) en sueros de
controles sanos y pacientes de asma. Las barras corresponden a las medias = el error estandar,
n=8 por grupo, *P<0.05, *P<0.01 ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de
Tukey.

7.7 Relacion entre el las metaloproteasas y los niveles de integrinas en suero de

pacientes con asma

En la tabla 6 se muestran los coeficientes de correlacién de Spearman entre la intensidad
relativa de las metaloproteasas y las integrinas. La MMP2 activa se correlacioné de forma
directa y significativa con la integrina a1B1 (P<0.01), es decir, que al aumentar la MMP2 la
integrina a1B1 también aumentan. Por su parte, la MMP9 activa y latente se correlacioné
de forma directa y estadisticamente significativa con la subunidad de integrina (32
(P<0.01), lo que indica que al aumentar MMP9 la subunidad de integrina 2 aumenta.
Mientras que la MMP9 latente se asocié de forma inversa y estadisticamente significativa

con la integrina a1B1 (P<0.01 y P<0.001, respectivamente).
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Tabla 7. Coeficientes de correlacién de Spearman entre los niveles de integrinas y las MMP2
y MMP9.

Niveles de integrinas en suero

a1p1 a2p1 B1 B2
MMP2 activa .
(65 kDa) 0.484 0.076 0.188 0.174
MMP9 activa .
(75 kDa) -0.097 -0.160 0.139 0.497
MMP9 latente N .
(97 kDa) -0.472 -0.426 -0.419 0.601

*P< 0.01, y **P< 0.001. Prueba pareada de t de Student.

Finalmente se muestra un resumen de los resultados (Fig. 16) y en la tabla 7 se pueden
observar las correlaciones directas e inversas entre los niveles de las integrinas a1p1,

a2B1, asi como, las subunidades 1y B2 con el FEV1, la colagena | y las MMPs.
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7.8 Resumen de los resultados

1B a1p1 l

azpi Niveles a2 T

Subunidad B1 de integrinas

Subunidad B1 —
T Subunidad B2 Subunidad B2 T

—— | Colagenal | ——
Pacientes sin — Latente Latente —— Pacientes con
crisis de asma isi
>MMP2 MMP2 < crisis de asma
— Activa Activa ——
—— Latente Latente T
>MMP9 MMP9 <
—— Activa Activa T
— Sin cambios

T Aumento con respecto al grupo control

l, Disminucioncon respecto al grupo control

Figura 16. Esquema representativo de los resultados obtenidos en este estudio. Los niveles
de las integrinas fueron detectados por ELISA y corroborados por Western blot. La deteccion de las
MMPs se realiz6 mediante Western blot y su actividad mediante zimografia. Todas las

determinaciones se realizaron en el suero de los pacientes con y sin crisis de asma y en controles

sSanos.

Tabla 8. Resumen de las correlaciones

Colagena MMP2 MMP9

EEVI I L A L A

alpi =
a2p1
Subunidad B1

Subunidad B2

Los signos + representan las correlaciones directas y el signo — las correlaciones inversas.

L=latente; A=activa.
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8. DISCUSION

Las integrinas son molécula indispensables tanto para el trafico leucocitario hacia los
sitios de inflamacién como en las interacciones entre los componentes de la matriz
extracelular y las células de las vias aéreas (Fernandes D, 2006; Baek JK, 2013). En este
estudio se detectaron las formas solubles de las integrinas a1p1, a2p1 y las subunidades
B1y B2 en suero de los pacientes con y sin crisis de asma, asi como de controles sanos.
En diferentes estudios se han encontrado formas solubles de moléculas de adhesion
celular como ICAM 1, selectinas E y L en fluidos corporales de pacientes con
enfermedades inflamatorias (Bank J 2008; Hayashida K, 2010). Muchos receptores
presentan formas solubles que son liberadas al espacio extracelular para encontrarse con
sus ligandos y/o como un mecanismos de regulacion de las formas transmembranales.
Diferentes concentraciones de integrinas como a1B1, aLB2 y aMp2 solubles han sido

encontradas en diversas patologias (Bank |, 1999; Kragstrup TW 2014).

El hecho de encontrar integrinas solubles en suero indica que estos receptores pueden
ser fragmentados o secretados al medio extracelular y posteriormente circular por el
torrente sanguineo. Los mecanismos que pueden dar lugar a proteinas transmembranales
solubles son el corte proteolitico de dominios extracelulares (-shedding”) o el empalme
alternativo. El primero puede ocurrir mediante proteasas dando como resultado la
liberacion del dominio extracelular. Adicionalmente, el empalme alternativo de los
transcritos de ARNm, puede generar polipéptidos que pierden su dominio transmembranal

y posteriormente son secretados al medio extracelular (Hayashida K 2010).

Mediante anticuerpos monoclonales dirigidos contra el dominio | de la integrina a11 se
han detectado concentraciones mayores a 3.4 ng/mL en suero (diluido 1:100) de
individuos sanos (Bank I, 1999). Esta misma integrina soluble se ha detectado en una
concentracion de 240 a 1250 ng/mL en orina (diluida 1:2) de pacientes con nefropatia por
inmunoglobulina A, no asi en los sujetos sanos (Bank J, 2008). En fluido ocular posterior a
la extraccidn de cataratas y en pacientes con adenocarcinoma pulmonar con metastasis
ocular se encontr6 una concentracion maxima de 22.1 ng/mL en los pacientes con
metastasis ocular (Bank I, 2001). Nuestros resultados muestran que los niveles de a131
soluble disminuyen significativamente en los pacientes con crisis de asma. Probablemente

debido a una baja expresion, una disminucién en el corte proteolitico de su dominio
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extracelular o porque se encuentra unido a su ligando. Este resultado concuerda con lo
observado en pacientes con esclerodermia, una enfermedad fibrética sistémica, donde los
niveles de esta integrina soluble disminuyen significativamente en comparacion con el
control (Bank I, 1999). En nuestro estudio los niveles de la integrina a131 se asociaron
directamente con el FEV1, por lo que, si los niveles de esta integrina disminuyen, el FEV1
también disminuye, dando como resultado una disminucién en la funcion pulmonar, como
se observa en los pacientes con crisis de asma. Se ha visto que el bloqueo de a1B1 se
asocia con la ausencia de la respuesta inducia por el alérgeno y la hiperreactividad de las
vias aéreas (Abraham WM 2004). Lo que sugiere que en los pacientes con crisis de asma
esta integrina permanece asociada a sus ligandos en la matriz extracelular de las vias
aéreas disminuyendo la forma soluble, lo que probablemente puede perpetuar la

obstruccion de las vias aéreas.

Los estudios de la integrina a2B31 soluble in vitro y del recombinante humano de esta
integrina in vivo, prueban que la forma soluble de esta integrina conserva su capacidad de
union a ligando (Kainoh M 2002). Nuestros resultados muestran un aumento en los
niveles de esta integrina soluble en los pacientes con crisis de asma, los cuales se
asociaron inversamente con el FEV1, por lo que si los niveles de a21 aumentan, el FEV1
disminuye. Se ha descrito que al bloquear la interaccion mediada por a2B1 entre el
musculo liso de las vias aéreas y la colagena | se reduce la hiperplasia del musculo liso
(Bonacci et al, 2006). Como parte de la remodelacion de las vias aéreas la hiperplasia del
musculo liso provoca la reduccion residual del calibre de las vias aéreas induciendo una
disminucién en la funcién pulmonar (Fahy John V, 2015). Es posible que la generacién de
la forma soluble de esta integrina, indique sobre-produccion de la misma por parte de las
células de las vias aéreas en los pacientes con crisis de asma. Por lo que, una forma de

regular la interaccion de esta integrina con los ligandos es el corte de la misma.

La subunidad de integrina B1 puede unirse a 12 diferentes subunidades a (Pan L, 2016).
En nuestros resultados los niveles de esta integrina no mostraron cambios significativos
entre los grupos. Pero los niveles de esta subunidad se relacionaron de manera directa
con las integrinas a1B1 y a2B1. Adicionalmente, los niveles de ambas integrinas fueron
inversos en los pacientes con crisis de asma, esto es que mientras una aumenta la otra
disminuye. Se ha mostrado una correlacion entre la activacion de la subunidad B1 de

integrina de eosindfilos y la disminucion en la funcidon pulmonar en pacientes con asma no

47



severa (Johansson MW. 2012a). En este estudio los niveles de la subunidad B1 de
integrina se asociaron de manera inversa con el FEV1. Es decir, si la subunidad 1
soluble aumenta el FEV1 disminuye. Probablemente entre las integrinas solubles que
poseen la subunidad B1 como a2B1 contribuyen con la disminucion de la funcion

pulmonar en el asma.

La subunidad de integrina 32 se ha detectado de forma soluble junto con la subunidad aM
en suero Y fluido sinovial de pacientes con artritis reumatoide y osteoartritis, asi como, en
voluntarios sanos en concentraciones que varian de 737 a 1310 mili-unidades por mililitro
(mU/mL) (Gjelstrup LC, 2010). Otros estudios han mostrado que los niveles de la
subunidad B2 en plasma de pacientes con espondiloartritis disminuyen en comparacion
con sujetos sanos (Kragstrup TW 2014). Adicionalmente la integrina aLB2 soluble ha sido
detectada en fluido de ampollas cutaneas (Evans BJ, 2006). Las integrinas que poseen la
subunidad 2 son especificas de leucocitos y son fundamentales en la migracién de éstos
hacia los sitios de inflamacion (Arnaout MA, 2016; Pan L, 2016). Por lo que, no sorprende
su aumento en una enfermedad inflamatoria como el asma. Asi mismo, esta integrina se
asocié de forma inversa con el FEV1. En pacientes con asma existe un aumento en la
poblacion de neutréfilos que portan la integrina aMB2 (Ciepiela O, 2013). Adicionalmente,
las exacerbaciones de asma se asocian con un aumento en el reclutamiento de células
inflamatorias hacia las vias aéreas principalmente neutrdfilos en los pacientes adultos y
de eosindfilos y neutrdfilos en nifios (Baek JK, 2013). Los dominios extracelulares de esta
subunidad son encontrados como moléculas solubles, probablemente como un
mecanismo que disminuye la adhesion al endotelio vascular de células inflamatorias y su

posterior transmigracién hacia las vias aéreas.

En el asma el engrosamiento de la pared de la via aérea surge por un aumento en el
depdsito de componentes de la matriz extracelular, principalmente de colagena I. Se
conoce que en los pacientes con asma la produccion de colagena | incrementa (Johnson
P, 2004). Sin embargo, en otros estudios no se han observado cambios en colagena |
entre los pacientes con asma y los sujetos sanos (Chu HW, 1998). Por lo que, el
incremento de colagena | en los pacientes con asma es controversial (Chu HW, 1998;
Johnson P, 2004; Araujo BB, 2008). En nuestro estudio, los niveles de colagena | en
suero permanecieron sin cambios entre los grupos. Sin embargo, se observd una

asociacion directa entre los niveles de esta colagena con los de la integrina a21 soluble.
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El mecanismo de regulacion para la sintesis de colagena | mediado por las integrinas
a1p1 y a2B1 ha sido bien estudiado. La unién de a1B1 a su ligando activa Erk 1/2 e
induce la inhibicién de los genes para la sintesis de colagena |, mientras que a2p1
mediante la activacién de la proteina p38 induce su sintesis por fibroblastos (Reunanen N,
2000). En este estudio los niveles de las integrinas solubles a1pf1 y a2B31 son inversos
so6lo en los pacientes con crisis de asma. Los niveles de la integrina a1B1 disminuyeron y
los de a2B1 aumentaron. En este sentido, los pacientes con crisis de asma
probablemente permanezcan con la integrina a1B1 transmembranal y asi continuar con
las sefiales mediadas por la esta integrina, entre estas la regulacion negativa de la
sintesis de colagena. Por otro lado, el aumento en la generacion de a2B31 soluble podria
ser un mecanismo de regulacién para no inducir la sintesis de colagena | y su posterior
acumulacion en las vias aéreas. Esto podria explicar porque no hay cambios en los
niveles de colagena | e indica un mecanismo de regulacién en la sintesis y degradacion
de esta proteina durante la crisis de asma. Probablemente este mecanismo de regulacion
ocurre mediante la fragmentacion de la integrina a2B1 y la permanencia o baja expresién

de la integrina a1B1 en la superficie celular.

Por otro lado, nuestros resultados revelaron la presencia de fragmentos de las
subunidades B1 (100 y 150 kDa) y B2 (75 y 120 kDa) de integrinas. No obstante, se
observo soélo una banda para las subunidades de integrinas a1 (155 kDa) y a2 (160 kDa).
Las subunidades de integrinas a1 y a2 tienen un peso molecular aproximado de 130 kDa
y las subunidades B1 y B2 de 85 y 88 kDa respectivamente (UniProt). Cabe mencionar
que como cualquier otra proteina, las modificaciones post-traduccionales como la
glicocilacién y la fosforilacién pueden generar diferentes pesos moleculares. Por ejemplo,
se ha descrito que la subunidad a1 puede tener un peso molecular de 190 kDa en
condiciones no reductoras y de 210 kDa en condiciones reductoras, debido a su alto
grado de glicosilacién (Gardner H, 2014). En lo que respecta a las subunidades 1 y 2.
Se ha reportado previamente que dos bandas son tipicamente observadas en Western
blot de la subunidad B1 de integrina en células de humano; un precursor parcialmente
glicosilado de 115 kDa y una forma madura totalmente glicosilada de130 kDa (She S,
2010). Sin embargo, para ambas subunidades se han descrito fragmentos con diferentes
pesos moleculares que se generan a partir del corte proteolitico de los dominios
extracelulares mediante proteasas (Kryczka J, 2012; Vaisar T 2009). Adicionalmente en

el estudio de Alvarez-Santos en 2016 se descarté el empalme alternativo de la subunidad
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B1 en un modelo de asma alérgica en cobayo. Esto sugiere que las integrinas son

fragmentadas por proteasas como se ha descrito en estudios previos.

Uno de Ilos mecanismos mas citado para la fragmentacion de receptores
transmembranales es el -shedding” de dominios extracelulares por medio de
metaloproteasas. El -shedding” es un mecanismo rapido de regulacion observado en
células de mamiferos en respuesta a cambios fisiolégicos y del microambiente (Gun Lin
2002). Ademas de reducir los niveles de proteinas en la superficie celular el -shedding”
también esta involucrado en la protedlisis intermembranal, el cual libera los dominios
citoplasmaticos de la proteina afectada y factores de sefializacion asociados a esta para

regular la transcripcion (Hayashida K, 2010).

Se ha demostrado in vitro que la MMP2 es capaz de cortar integrinas 1 siguiendo un
patrén similar para el corte proteolitico de a2B1 y de a5B1 en células de cancer de colon,
asi mismo, la ruptura de la integrinas 1 puede ser abatida por la inhibicion de MMP2
(Kryczka J 2012). En nuestro estudio se detecté la MMP2 y su actividad en suero de los
pacientes con y sin crisis de asma. Nuestros resultados no mostraron cambios
significativos entre los grupos. Sin embargo, se observé una asociacion directa entre la
intensidad relativa de MMP2 activa con la integrina a1B1. Esta relacién probablemente
indica que la MMP2 participa en el -shedding” de esta integrina. De ser asi, esto puede
explicar los bajos niveles de a1B1 soluble en los pacientes con crisis de asma ya que si la
expresion y actividad de MMP2 no cambia en estos pacientes, probablemente la integrina
a1B1 no sea cortada debido a la inactividad de MMP2 y disminuyan sus niveles como
molécula soluble. A diferencia del estudio de Kryczka J en el 2012 no encontramos alguna
asociacion con la subunidad o231 y la MMP2 como, probablemente hay otra proteasa que

participe en la liberacion del dominio extracelular de la integrinas a231 en el asma.

Estudios in vitro proponen que el -shedding” de las integrinas 2 es mediado por MMP9
activa y limita el flujo de macréfagos en sitios de inflamacion (Goméz IG, 2012). Se ha
descrito mediante analisis proteémico y de espectrometria de masas en tandem que la
MMP9 activa reconoce y corta sitios del dominio extracelular de la subunidad B2 de
integrina en macrofagos en raton (Vaisar T, 2009). Nuestros resultados muestran un
aumento en la actividad proteolitica de la MMP9 latente y activa en los pacientes con

crisis de asma en comparacién con el grupo control, lo que concuerda con el aumento de

50



la subunidad B2 de integrina soluble en suero de estos mismos pacientes. Asi mismo, la
MMP9 latente y activa se asocié de manera directa con esta subunidad. Por lo tanto
nuestros resultados sugieren que en los pacientes con crisis de asma los dominios
extracelulares de las integrinas B2 sean liberados por -shedding” mediante MMP9. Cabe
mencionar, que los pacientes sin crisis de asma también muestran un aumento
significativo de la subunidad de integrina 2. Sin embargo, la actividad de la MMP9 no
muestra cambios significativos en este grupo por lo que la liberacién de esta integrina en
estos pacientes puede ser mediada por otras proteasas. Se ha descrito que los niveles de
MMP9 en suero de pacientes con asma severa fueron significativamente mayores en
comparacion con los pacientes con asma controlada (Ohbayashi H, 2005; Lee YC, 2001).
Esto coincide con nuestros resultados donde la MMP9 aumenta en los pacientes con

crisis de asma, no asi en los pacientes sin crisis.

Nuestros resultados muestran que la MMP9 latente se asocié de forma inversa con los
niveles de la integrina a1p1. La latencia de las MMPs es regulada por sus inhibidores
endégenos como las TIMPs. Para el caso de MMP9 su inhibidor especifico es TIMP-1
(Ohbayashi H, 2005). Las integrinas también pueden regular la latencia de las MMPs por
medio del sistema activador de plasminogeno urocinasa (uPA, por sus siglas en inglés,
the urokinase plasminogen activator). La activacién de este sistema inicia una cascada
proteolitica que resulta en la degradacién de componentes de la matriz extracelular y la
activacion de otras proteasas como las MMPs. Adicionalmente las integrinas 1 pueden
activar la sintesis de MMPs e inducir la activacion de pro-MMPs (Yue J, 2010). En este
sentido la asociacion inversa de MMP9 y a1B1 es clara en los pacientes con crisis de
asma donde se observa una disminucion en los niveles de la integrina a181 y un aumento
significativo de la MMP9. Esta relacion indica que la MMP9 no participa en el -shedding”
de esta integrina pero si de 2. Asi mismo se observé una relacion inversa entre la
integrina a1B1 y la subunidad de integrina B2. Es posible que la integrina a1p1
permanezca sobre la superficie celular y participe en la activacion de la MMP9

aumentando sus niveles como se observa en los pacientes con crisis de asma.
Ademas de su posible papel como proteasa del dominio extracelular de las integrinas 32,

la MMP9 ha sido muy estudiada por su papel en el asma (Ohbayashi H, 2005). Entre las

MMPs la 9 ha sido considerada la principal proteasa involucrada en la remodelacion de
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las vias aéreas (Lee YC, 2001; Ohbayashi H, 2005). Pues a nivel proteico y de ARNm, la

MMP9 ha sido detectada en diversas muestras de pacientes con asma (Lee YC, 2001).

En nuestros resultados de zimografia se observaron bandas de MMP9 correspondientes a
los 140 y 200 kDa unicamente en los pacientes con crisis de asma. Se sabe que MMP9
puede presentarse como un homodimero con un peso molecular de 200 kDa.
Adicionalmente se ha descrito que los neutréfilos pueden producir un complejo de MMP9
con lipocalina con un peso molecular aproximado de 135 kDa (Van den S, 2002; Kjeldsen
L, 1993). Probablemente estos complejos proteicos son los que observamos en nuestros

resultados los cuales solo se presentan durante la crisis de asma.
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9. CONCLUSIONES

e Con los resultados de éste estudio mostramos por primera vez la presencia de la
integrina a2B1 soluble en suero de humano y sus niveles aumentan durante la
crisis de asma. Es posible que en la generacion de la forma soluble de esta

integrina no participan las proteasas MMP2 y MMP9.

e Las integrinas a1B31 y a2B31 pueden tener un papel importante en la regulacion de
la sintesis y degradacion de colagena | en el asma. Probablemente este
mecanismo de regulacion ocurra mediante la fragmentacion de la integrina a231 y

la permanencia o baja expresion de la integrina a1B1 en la superficie celular.

e Es probable que los mecanismos que liberan a la integrina a1Bf1 no se activen
durante la crisis de asma. La inactividad de MMP2 podria estar involucrada con el
-shedding” y la posterior disminucién de la integrina a1B1 soluble durante la crisis

de asma, ya que existe una asociacién directa entre ambas proteinas.

e Durante la crisis de asma los dominios extracelulares de las integrinas 32
probablemente son liberados por -shedding” mediante la MMP9 como un

mecanismo de regulacion de esta integrina con sus ligandos.

e La asociacion directa entre la integrina a1p1 y la funcion pulmonar, asi como, la
asociacion inversa de a2B1 y las subunidades 1 y B2 con la funcién pulmonar
indican que estas integrinas pueden ser posibles biomarcadores de la gravedad de

la enfermedad.
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10. PERSPECTIVAS

Corroborar la expresion de las integrinas a nivel de RNAm, de esta forma también podria
observarse si existe empalme alternativo de las integrinas en los pacientes con y sin crisis
de asma. Adicionalmente un analisis de citometria de flujo en leucocitos podria ayudarnos

a saber si la integrina a131 permanece en la superficie de las células.

Para conocer si la MMP2 y MMP9 interactian con las integrinas para cortarlas seria
necesario realizar una co-inmunoprecipitacién de las integrinas con su posible proteasa.
Esto podria realice en muestras de suero y en lisado de leucocitos. Adicionalmente
podrian incluirse otras proteasas como las ADAMs. Un analisis de inmunohistoquimica e

inmunofluorescencia en biopsias de pacientes con asma corroborarian nuestros datos.
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