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RESUMEN

Introduccion: El analisis proteémico aplicado en varias enfermedades crénicas,
incluida el asma, ha permitido comprender y dilucidar el papel de multiples proteinas
y marcadores biologicos implicados en el comportamiento de diversos procesos y
vias de sefalizacion, tales como la contraccion muscular. Una de las caracteristicas
mas importantes en el asma es la presencia de una contraccion sostenida y
aumentada del musculo liso de las vias aéreas (MLVA) en respuesta a casi
cualquier estimulo contractil, también llamada hiperreactividad de las vias aéreas
(HVA). Diversas proteinas han sido relacionadas con el aumento de la HVA en el
asma, tales como la activacion de la cinasa asociada a RhoA/Rho (ROCK), la cinasa
de la cadena ligera de la miosina (MLCK) o la inhibicion de la enzima fosfatasa de
la cadena ligera de miosina (MLCP). Sin embargo, actualmente no ha sido posible
clarificar la via de sefalizacion y las proteinas clave que se relacionen con un
aumento de la contraccion del MLVA observada en la HVA que se presenta durante
una crisis de asma.

Objetivo: Por todo lo anterior, el objetivo de esta tesis fue analizar el perfil
proteémico del musculo liso de las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en
cobayos, para determinar la presencia, expresion e interaccion de las principales
proteinas relacionadas con el incremento de la contraccion del musculo liso de las
vias aéreas.

Metodologia: Se empled un modelo de asma alérgica en cobayos con cinco etapas
de exposicion a la ovoalbumina (OVA). A partir de tejido traqueal de cobayos control
y del modelo de asma alérgica se realiz6 electroforesis de una y dos dimensiones,
seguido de la identificacion de proteinas mediante espectrometria de masas (EM)
en sistema MALDI-TOF/TOF MS/MS. Se evalué la reactividad de las vias aéreas en
respuesta a la histamina, ademas de un andlisis de expresion relativa en el
programa ImageJ-Fiji de las proteinas previamente identificadas por EM vy
observadas mediante inmunohistoquimica (IHC). Se generd un interactoma en el
programa STRING a partir de las expresiones proteicas analizadas por IHC y otras
proteinas evaluadas en investigaciones previas de nuestro grupo de trabajo.

Resultados: Las electroforesis de una y dos dimensiones revelaron bandas con
pesos moleculares de 17-230 kiloDaltones. El andlisis proteémico MALDI/TOF-TOF
MS/MS identifico 27 proteinas en los mapas protedmicos del grupo control y modelo
de asma alérgica. El andlisis de IHC de MYH11 en musculo liso intrapulmonar
(MLIn), mdasculo liso traqueal (MLT) y lamina propia traqueal (LP) no mostro
diferencias. Es la primera vez que se detecta MYH11 fuera de la célula muscular,
posiblemente por liberacion de exosomas. MYL9 fue encontrada en MLIn y MLT,
con incremento significativo en MLIn, lo que la relaciona con el incremento de la
contraccion en el asma alérgica. ACTGL1 se observé en MLIn, MLT, LP y epitelio,
con disminucibn en MLIn, también se identific6 en células ciliadas vy
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polimorfonucleares. ACTB aumentd en MLIn y MLT, relacionandose con la rigidez
por formacion de filamentos submembranales. ACTA2 se identificé solo en MLIn y
MLT, incrementando en MLIn, indicando un papel central con el aumento de la
contraccion. FLNA fue encontrada en MLIn, MLT y LP, incrementando en MLT; su
papel en regulacion de contraccion es incierto, pero podria interactuar con integrina
B1. TAGLN presente en MLT y MLIn sin diferencias significativas, probablemente
no es crucial en el aumento de contraccion en asma. RG1 identificada e
incrementada en MLIn, MLT y LP, posiblemente esté relacionada con la inhibicion
de relajacion del MLVA en asma, ademas, su localizacion extracelular posiblemente
sea junto a granulos de glucdgeno. El interactoma sugiere que CAV1, CAVIN 1,2y
3 podrian mediar la expresion de ITGB1, HRH1 y ACTB en MLVA. Incremento de
ACTB, ACTA2 e ITGBL1 indica rigidez celular excesiva por complejos de adhesomas
y un fenotipo hipercontractil. PXN, TLN1 e ILK disminuyen en asma. ROCK2 podria
regular contraccion por inhibicion de MLCP, por disminucion de ACTG1 y por
activacion de RG1. TGFBL1 interactla con proteinas clave de maquinaria contractil.
El andlisis IHC destaca diferencias de expresion y localizacion entre tejido traqueal
e intrapulmonar.

Conclusiones: La expresiéon de MYH11 no necesariamente se vincula con el
aumento de la contraccion en el asma. Es la primera vez que se observa MYH11
fuera de la célula del MLVA, posiblemente liberada por exosomas. La mayor
expresion de MYL9 en el MLIn y su posible fosforilacion por ROCK2 podrian
intensificar la contraccién en el asma. El incremento de ACTB y ACTA2 podria
relacionarse con mayor filamentogénesis de actina, aumentando la rigidez por
filamentos submembranales e interaccion con acto-miosina. El aumento de FLNA
podria estabilizar filamentos de actina, especialmente ACTB y ACTAZ2; el
mecanismo de "shedding" podria ubicar FLNA en el espacio extracelular con
integrina 1. TAGLN no parece crucial para la contraccién en el asma. RG1
aumentado en MLVA del modelo de asma indica un papel importante al inhibir la
desfosforilaciéon de las cadenas ligeras de miosina, con localizacion extracelular
posiblemente vinculada a granulos de glucégeno. El interactoma sugiere que CAV1,
CAVIN 1,2 y 3 podrian incrementar ITGB1, HRH1 y ACTB en asma. TGFB1 podria
mediar la expresion de proteinas contractiles. Las proteinas en tejido traqueal e
intrapulmonar tienen distinta localizacion y expresion, enfatizando evaluar
previamente el comportamiento de la proteina a trabajar.



ABSTRACT

Introduction: Proteomic analysis applied in various chronic diseases, including
asthma, has enabled us to the role of multiple proteins and biological markers
involved in various processes and signaling pathways, like the muscle contraction.
One of the most important features of asthma is the presence of sustained and
increased contraction of the smooth muscle of the airways (MLVA) in response to
any contractile stimulus, defined as airway hyperresponsiveness (AHR). Various
proteins have been associated with the increased HVA in asthma, for example,
activation of RhoA/Rho-associated kinase (ROCK), myosin light chain kinase
(MLCK), or the inhibition of myosin light chain phosphatase (MLCP) enzyme.
However, it has not been possible to clarify the signaling pathway and the principal
proteins related to the increased MLVA contraction observed in HVA during an
asthma crisis.

Objective: The objective of this thesis was to analyze the proteomic profile of the
smooth muscle of the airways in an allergic asthma model in guinea pigs to
determine the presence, expression, and interaction of the main proteins related to
the increased contraction of the smooth muscle of the airways.

Methodology: Allergic asthma model in guinea pigs with five stages of exposure to
ovalbumin (OVA) was employed. One- and two-dimensional electrophoresis was
carried out on tracheal tissue from control guinea pigs and the allergic asthma model,
followed by protein identification using mass spectrometry (EM) in a MALDI-
TOF/TOF MS/MS system. Airway reactivity to histamine was evaluated, and relative
expression analysis of the proteins identified by EM and observed through
immunohistochemistry (IHC) was performed using the ImageJ-Fiji program. An
interactome was generated in the STRING program based on the protein
expressions analyzed by IHC and other proteins evaluated in previous research by
our working group.

Results: One- and two-dimensional electrophoresis revealed bands with molecular
weights ranging from 17 to 230 kiloDaltons. Proteomic analysis using MALDI/TOF-
TOF MS/MS identified 27 proteins in the proteomic maps of the control group and
the allergic asthma model. IHC analysis of MYH11 in intrapulmonary smooth muscle
(MLIn), tracheal smooth muscle (MLT), and tracheal lamina propria (LP) showed no
differences. It is the first time that MYH11 has been detected outside of the muscle
cell, possibly through exosome release. MYL9 was found in MLIn and MLT, with a
significant increase in MLIn, indicating association with increased contraction in
allergic asthma. ACTG1 was observed in MLIn, MLT, LP, and epithelium, with a
decrease in MLIn, and was also identified in ciliated and polymorphonuclear cells.
ACTB increased in MLIn and MLT, and was relating to cell stiffness due to
submembranous filament formation. ACTA2 was identified only in MLIn and MLT,
increasing in MLIn, indicating a central role in increased contraction. FLNA was
found in MLIn, MLT, and LP, with an increase in MLT; its role in contraction regulation
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is uncertain but could interact with integrin B1. TAGLN was present in MLT and MLIn
without significant differences. RG1 was identified and increased in MLIn, MLT, and
LP, possibly related to the inhibition of MLVA relaxation in asthma, and its
extracellular location may be associated with glycogen granules. The interactome
suggests that CAV1, CAVIN 1, 2, and 3 could mediate the expression of ITGB1,
HRH1, and ACTB in MLVA. The increase of ACTB, ACTA2, and ITGB1 indicates
excessive cell stiffness due to adhesome complex formation and a hypercontractile
phenotype. PXN, TLN1, and ILK decrease in asthma. ROCK2 could regulate
contraction by inhibiting MLCP, decreasing ACTG1, and activating RG1. TGFB1
interacts with important contractile machinery proteins. IHC analysis highlights
differences in expression and localization between tracheal and intrapulmonary
tissue.

Conclusions: The expression of MYH11 does not necessarily link to increased
contraction in asthma. It is the first time that MYH11 has been observed outside the
MLVA cell, possibly released by exosomes. The higher expression of MYL9 in MLIn
and you potential phosphorylation by ROCK2 could intensify contraction in asthma.
The increase in ACTB and ACTA2 may be related to increased actin filament
formation, leading to stiffness due to submembranous filaments and interaction with
actomyosin. The increase in FLNA could stabilize actin filaments, especially ACTB
and ACTAZ; the "shedding" mechanism could place FLNA in the extracellular space
with integrin B1. TAGLNA does not seem crucial for contraction in asthma. The
increased RG1 in MLVA in the allergic asthma model indicates an important role in
inhibiting the dephosphorylation of myosin light chains, with extracellular localization
possibly linked to glycogen granules. The interactome suggests that CAV1, CAVIN
1, 2, and 3 could increase ITGB1, HRH1, and ACTB in asthma. TGFB1 may mediate
the expression of contractile proteins. Proteins in tracheal and intrapulmonary tissue
have different localization and expression, emphasizing the need to evaluate the
protein's behavior beforehand.



INTRODUCCION

1. Estructura de las vias aéreas

La respiracion pulmonar ha sido definida como un proceso continuo que implica un
mecanismo de ventilacion, el cual describe el movimiento del aire hacia adentro y
hacia afuera de los pulmones, inspiracion y espiracion respectivamente, seguido por
un mecanismo de perfusion y difusion tisular por el que se realiza el intercambio
gaseoso alveolar en donde el dioxido de carbono difunde hacia los alveolos y el
oxigeno (O2) hacia la sangre, siendo ésta ultima transportada hacia los tejidos del
organismo para la entrega del Oz (Baynes, 2019). El tracto respiratorio se encuentra
dividido en dos componentes principales, la zona de intercambio de gases presente
en los alveolos, y la parte conductora proporcionada por las vias aéreas (VA). A su
vez, las VA se encuentran divididas en VA superiores, incluyendo a las cavidades
nasales, orales, la laringe y la faringe, mientras que las vias aéreas inferiores se
componen de la traguea, bronquios, bronquiolos y alveolos (Fig. 1) (Effros, 2006;
Ball et al., 2021).

La principal funcionalidad de las VA es conducir el flujo de aire externo hacia las
superficies respiratorias, dando paso al intercambio gaseoso durante la respiracion.
Sin embargo, las VA también pueden fungir como barrera contra variaciones de
temperatura, humedad y de proteccion a infecciones por patdgenos invasores (Ball
et al., 2021).

Estructuralmente, las VA pueden ser divididas en regiones conductoras, las cuales
comprenden tejido cartilaginoso que va desde la trAquea hasta la 102 generacién de
las ramificaciones bronquiales, y las regiones respiratorias o no cartilaginosas, que
van desde los bronquios méas pequefos, hasta los bronquiolos terminales
(Wittekindt, 2017). Las VA cartilaginosas estan conformadas por un epitelio ciliado
pseudoestratificado, glandulas submucosas y células caliciformes productoras de
moco, mientras que, las VA no cartilaginosas comprenden, en su mayoria, un
epitelio cilindrico cubico no ciliado y en la parte mas distal, en direccion alveolar, se
identifica una ausencia de células caliciformes (Fig. 1) (Wittekindt, 2017; Mindt et
al., 2018; Crystal et al., 2008). Ademas, algunos de los componentes de la barrera
epitelial, como son la presencia de células inmunes posicionadas a lo largo de las
VA, tales como las células dendriticas, los linfocitos y los macréfagos alveolares,
son esenciales para su funcionamiento (LeMessurier et al., 2020). Inmediatamente
por debajo del epitelio de las VA, se posiciona la membrana basal, seguida de una
lamina propia, la cual integra parte de las glandulas submucosas, tejido conjuntivo,
cartilago y muasculo liso de las vias aéreas (MLVA) (Figura 1), que, en conjunto,
reciben el nombre de capa fibromusculocartilaginosa (Welsch, 2008).

En la region mas distal de los ultimos bronquiolos respiratorios, se organizan los
sacos alveolares que comprenden a los alveolos, estructuras con forma de
vesiculas en las cuales sucede el intercambio de gases respiratorios (Welsch,
2008). Dicho intercambio respiratorio también es regulado por la irrigacion
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sanguinea, ya que, siempre y cuando los vasos sanguineos abastezcan a las VA
de un flujo sanguineo suficiente, podr4 darse paso al mecanismo de respiracion
(Hislop 2002).

En los pulmones, los vasos sanguineos que irrigan a las VA se ramifican junto con
ellas, desde estructuras gruesas, hasta estructuras con didmetros menores. A
través de estos vasos sanguineos, el pulmon recibe sangre sistémica que nutre las
paredes de las VA, y, en el lecho capilar, se encargan de suministrar y drenar sangre
dentro de la pared alveolar, regulando el suministro de oxigeno y diéxido de carbono
(Hislop 2002).

®) Célulaepitelial basal \\\
@- Célula epitelial ciliada \

¢ Célulasecretora

“<  Célulaproductora de moco

@ Célula epitelial cuboidal

Célula epitelial alveolar

.\

” Células de MLVA

/
é, Células dendriticas

® Células linfoides innatas

Figura 1. Estructurade las vias aéreas. Vias aéreas superiores e inferiores. Células epiteliales,
células secretoras, células del MLVA y células inmunes forman parte de la barrera epitelial que
recubre el lumen de las VA. Epitelio ciliado pseudoestratificado que se modifica a un epitelio ctbico
simple no ciliado. Células secretoras y productoras de moco posicionadas a lo largo del epitelio de
las VA. Por debajo del epitelio de las VA se posiciona la lamina propia compuesta por tejido
conjuntivo y células de MLVA. Imagen tomada y modificada de LeMessurier et al. 2020.

Las VA pueden estar sujetas a diferentes afecciones que van desde enfermedades
leves u ocupacionales, como los resfriados, hasta enfermedades cronicas, tales
como la enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), el cancer de pulmén o
el asma (Chronic Respiratory Diseases, 2008).



2. Asma

2.1. Definicion de asma, fenotipos y comorbilidades

El asma es una enfermedad que ha incrementado a nivel mundial en los ultimos
afos en casi todos los grupos de edad, y que, a pesar de ello, las estrategias para
la prevencion, diagndstico y tratamiento de la enfermedad siguen siendo un desafio
para la medicina (Reddel et al.,, 2022). En general, el asma es definida por la
variacion y duracion de diversos patrones de sintomas que la caracterizan, por lo
gue una sola definiciéon para la enfermedad resulta limitada (Reddel et al., 2022).
Sin embargo, la Global Initiative for Asthma (GINA), ha definido al asma como una
enfermedad heterogénea usualmente caracterizada por la inflamacion crénica de
las VA definida a su vez por la historia de los sintomas respiratorios que se
presentan, tales como sibilancias, opresion en el pecho, dificultad para respirar, tos
y limitacién variable del flujo de aire espiratorio, las cuales varian en tiempo e
intensidad (GINA, 2022).

Diversos fenotipos del asma han sido identificados a partir de las caracteristicas que
se evallan durante los métodos de diagndstico clinico, incluidas las diferentes
comorbilidades presentes en los pacientes con asma, las cuales incluyen rinitis,
sinusitis, la enfermedad por reflujo gastroesofagico, trastornos hormonales, apnea
del suefio, obesidad, entre otros (Boulet and Boulay, 2011; GINA, 2022). Tales
fenotipos considerados por la GINA incluyen al asma alérgica, asma no alérgica,
asma de inicio en la edad adulta o de inicio tardio, asma persistente con limitacion
del flujo de aire, y el asma asociada a la obesidad (GINA, 2022), los cuales
generalmente pueden asociarse con la presencia de hiperreactividad de las VA
(HVA) y de la variacion de la inflamacion, pero que no resultan ser factores
necesarios o suficientes para diagnosticar la enfermedad (Reddel et al., 2022).

2.2. Epidemiologia del asma

El asma es generalmente considerada una enfermedad de inicio temprano, ya que
suele presentarse en la infancia o en la juventud. Sin embargo, puede ser
diagnosticada a cualquier edad. Un ejemplo de lo anterior es la prevalencia
estimada del 7% en adultos mayores de 65 de afios, similar a la que se presenta en
adultos jévenes de 18-34 afios (Wu et al., 2019).

A nivel mundial, se puede identificar que la prevalencia del asma se presenta
diferencialmente dependiendo del sexo, siendo mas alta en mujeres (10.4%), que
en hombres (6.2%). De igual forma, diversos factores se encuentran estrechamente
relacionados con la incidencia del asma, incluidos los factores econémicos, en
donde la pobreza representa la mayor incidencia con un valor del 11.8%, o factores
étnicos, siendo la etnia hispana la que representa la mayor incidencia con un valor
de 14.9% comparada con la etnia africana, la cual cuenta con una incidencia del
10.2% (Wu et al., 2019).



3. Principales caracteristicas funcionales del asma

3.1. Hiperreactividad de las vias aéreas

El mecanismo funcional mas importante que caracteriza al asma corresponde a la
HVA, definida como la respuesta excesiva de las VA a casi cualquier estimulo
contractil, induciendo una broncoconstriccion exagerada de las VA (Lauzon and
Martin, 2016; Chapman and Irvin, 2015; Meurs et al., 2008). La HVA no se limita a
ser caracteristica unica del asma, ya que puede ser inducida incluso en pacientes
sanos o estar presente en otras enfermedades tales como la EPOC vy la fibrosis
quistica, en donde, observamos una broncoobstruccion debido al desarrollo de HVA
e hiperproduccion de moco (Berend et al., 2008). A pesar de la importancia que
requiere el analisis de la regulacion de la HVA, los mecanismos adn no se
comprenden (Berend et al., 2008).

Una de las pruebas mayormente utilizadas en humanos para el analisis y
diagndstico de la HVA corresponde a la exposicion de diferentes agentes directos
estimulantes de los receptores presentes en el MLVA, tales como la histamina o
metacolina, los cuales inducen una contraccién de manera casi inmediata evaluada
a través de la caida del 20% del volumen espirado forzado en el primer segundo
(FEV1). La disminucion del FEV1 en respuesta a una determinada dosis del agente
contractil administrado, comparada con el FEV1 observado al inicio de la prueba
antes de administrar el agente directo identifica la presencia de HVA en el paciente
(Cockcroft et al., 1997).

Debido a que la estimulacion de la broncoconstriccion observada en la HVA es
directamente relacionada con el MLVA, diversos estudios han identificado al MLVA
como el principal regulador de la HVA en el asma, asi como del aumento de la
gravedad de la enfermedad, dirigiendo las investigaciones hacia la funcionalidad y
fisiologia del MLVA (ljpma et al., 2017).

3.2. Musculo liso de las vias aéreas

El musculo liso puede ser considerado tonico o fasico dependiendo de las
propiedades contractiles que presente. Los musculos lisos fasicos, como los que se
identifican en el ileon, el colon, el Gtero y la vena porta, generan potenciales de
accion que conducen a pequefias contracciones espontaneas de corta duracion,
mientras que, los musculos lisos tonicos localizados en las VA y en el esfinter no
generan potenciales de accidn ni contracciones espontaneas, pero mantienen la
contraccion durante periodos de tiempo mas prolongados (Wang et al., 2021; Gunst,
2012). De manera general, las VA presentan contraccion basal del MLVA por efecto
del tono intrinseco controlado por condiciones humorales y neuronales (Alvarez-
Santos et al., 2020).



El MLVA es considerado un componente importante de las VA (Berair R. et. al,
2013) y se encuentra posicionado a lo largo de la banda tragueal y de forma
helicoidal a partir de las estructuras bronquiales (Fig. 2) (ljpma et al., 2017; Gunst,
2012).

Figura 2. Posicion estructural del musculo liso de las vias aéreas. A. Corte de un fragmento de
las vias aéreas de humano. Se observa la posicion helicoidal del masculo liso de las vias aéreas. B.
Misma muestra del fragmento de las vias aéreas de humano, resaltando los haces del MLVA en
color blanco. Imagen tomada de ljpma et al., 2017.

A nivel funcional, el MLVA ha tenido un papel controversial, ya que diversos estudios
lo consideran indispensable para el mantenimiento del tono bronquial, asi como
para los mecanismos mecdanicos de la ventilacion pulmonar, mientras que otros
investigadores se refieren al MLVA como un musculo vestigial, sin una funcién
especifica, similar al musculo del apéndice intestinal (Berair et al., 2013). Sea cual
sea la funcionalidad que se le adjudique, el MLVA resulta ser el factor mas
importante durante el evento de HVA en el asma (Alvarez-Santos et al., 2020).

3.3. Contracciéon del musculo liso

La maquinaria contractil se encuentra formada por filamentos de actina y miosina
gue se entrelazan entre si, con la finalidad de generar la fuerza de contraccion
localizada en el citoesqueleto del MLVA (Bourke et al., 2022; Li et al., 2020; Alvarez-
Santos et al., 2020).

En el masculo liso, los filamentos de actina son muy abundantes, mientras que los
filamentos de miosina se encuentran en menor cantidad. Las cadenas de miosina
comprenden dos grupos principales de proteinas, las cadenas pesadas de miosina
(MHC por “Myosin heavy chain”) que se encargan de la formacion del cuerpo de los
filamentos gruesos de miosina y las cadenas ligeras de miosina (MLC por “myosin
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light chain”) que forman parte del cuello en el filamento grueso. Dichos cuellos de
miosina son consolidados por dos tipos de pares de MLC, con pesos moleculares
diferentes de 17 kDa y 20 kDa, siendo éstas Ultimas denominadas cadenas
reguladoras de miosina de 20 kDa o MLC20 (Bourke et al., 2022; Alvarez-Santos et
al., 2020; Deng et al., 2011; Gao et al., 2001).

De manera general, la contraccion del musculo liso es inducida por una gran
variedad de receptores, agonistas y estimulos mecanicos que tienen como objetivo
el incremento de las concentraciones de calcio intracelular (Ca?*) ya sea por entrada
del ion desde el espacio extracelular o por liberacién del Ca?* presente en el reticulo
sarcoplasmico (RS) (Fig. 3). El RS es un organelo considerado uno de los
principales reservorios de Ca?*, el cual, a través de la presencia de diferentes
receptores, tales como el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato, el receptor de
rianodina o la ATPasa de Ca?* del RS (SERCA), regula la entrada o salida de Ca?*,
lo que le permite a su vez, regular diferentes vias de sefalizacion celular.
(Ouédraogo and Roux, 2014; Kudo et al., 2013; Webb, 2003).

Existen diferentes estimulos contractiles que pueden detonar la activacion del
mecanismo de contraccion, tales como los agonistas adrenérgicos,
neurotransmisores, hormonas, ecosanoides o ésteres de forbol (Allen and Walsh,
19994; Somlyo and Somlyo, 2000), los cuales generan respuestas dependientes de
la interaccion con su receptor acoplado a un determinado tipo de proteina G
(receptores GPCRs) (Billington and Penn, 2003). La interacciéon por parte de
agonistas contractiles como acetilcolina, histamina o metacolina, con sus GPCRs
asociados a proteinas G/qll en el musculo liso, activan una via de sefializacion
mediada por la enzima fosfolipasa C (PLCRB). La PLCB puede hidrolizar diferentes
fosfolipidos presentes en la membrana celular, incluyendo al fosfatidilinositol 4,5-
bifosfato (PIP2). La hidrolisis del PIP2 desencadena la formacion de 1,2-diacilglicerol
(DAG) e Inositol 1,4,5-trifosfato (IP3). La liberacion de IP3 hacia el citosol conlleva a
la interaccién con su receptor especifico presente en el RS, incrementando la
liberacién Ca?*. Lo anterior genera un incremento del Ca?*, el cual, al unirse a la
proteina calmodulina (CaM), satura los sitios de unién a CaM formando el complejo
Ca?*/CaM. Dicho complejo, se une a la subunidad catalitica de la cinasa de la
cadena ligera de la miosina (MLCK por “Myosin light chain kinase”), activando su
funcion, incrementando la fosforilacion de la MLC20 en su residuo de Ser®. (Li et
al., 2020; Vetterkind and Morgan, 2012; Deng et al., 2011). La fosforilacién por parte
de la MLCK incrementa las interacciones entre los componentes de acto-miosina en
el citoesqueleto; ademas la activacion de la ATPasa de miosina permite el
desplazamiento continuo de los filamentos durante la contraccion. De esa forma, la
interaccion de acto-miosina junto con el reclutamiento de proteinas accesorias en el
citoesqueleto y en el espacio submembranal, generan el acortamiento de la célula
muscular lisa durante la contraccion (Tang, 2015). De manera contraria, la
activacion del mecanismo de relajacion se induce a partir de la disminucién del Ca?*;,
ya sea por recapturacion del Ca?* hacia el RS o por liberacién al espacio extracelular
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a través de bombas de Ca?*. Lo anterior, induce la inactivacion de la MLCK, dafio
paso a la activacion de la holoenzima denominada fosfatasa de la cadena ligera de
la miosina (MLCP por “Myosin light chain phosphatase”), enzima responsable de
inducir la relajacion del musculo liso a través de la desfosforilacion del residuo de
Ser®® de la MLC20 (Touyz et al., 2018; Sanderson et al., 2008) (Fig. 3).

Interaccion de agonistas
contractiles con su

Ligando especl’fico

r Contraccion ® X
exagerada . @ ‘ tca2+ e g @ o
‘/ . 55 ey ey ey O...
: ®° @ - L°,
»— G, -
stz Contraccton : ..'
Relajacion muscular oo
muscular =R e Ser19

.o“ @er" 2 ‘
W @ lca2+
b - ~» i sy
oe 2y Inhibicion de la

=5
e .. Y - =z - " & s |
B ..:: . interaccion de filamentos l @y © . el y
fes oo v Acto-miosina YLE >/ accesorias de
Vs, Tes3dt adhesién a MEC y
celsess gpp388%c” estabilizacion
.o:::::::: ::;;::::::.00

Figura 3. Contraccion y relajacion del musculo liso. Contracciéon muscular. Diversos agonistas
contractiles activan a los receptores GPCRs activando la via de sefalizacion de la PLCB. El
incremento de Ca?* intracelular por liberacién del RS y por entrada desde el espacio extracelular,
activa a la cinasa MLCK encargada de fosforilar a la MLC20 en su residuo de Ser®, activando la
interaccién entre los filamentos de acto-miosina durante la contracciéon. Relajacién muscular. La
disminucién de Ca?* intracelular por recapturacion en el RS o liberacion al espacio extracelular, activa
a la fosfatasa MLCP encargada de desfosforilar a la MLC20, induciendo la inhibicién de la interaccion
entre los filamentos de acto-miosina durante el mecanismo de relajacién. Inhibicién de MLCP. El
mecanismo de PKC activa CPI-17 que inhibe a PP1cB, mientras que ligandos como tromboxano
(TXA) activan GPCRs que activan la via de sefializaciéon RhoA-ROCK. Imagen propia basada en Liu
and Khalil, 2018; Touyz et al., 2018; Lacolley et al., 2017; Tang, 2015; Matthew et al., 2004, Deng et
al., 2001, Allen and Walsh, 19994; Somlyo and Somlyo, 2000 and Billington and Penn, 2003.
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La MLCP se encuentra constituia por tres subunidades, una subunidad reguladora
de la fosfatasa 1 (MYPT1), subunidad catalitica 1cf denominada PP1c3 y una
subunidad pequefia M20, los cuales resultan ser blancos importantes para la
inhibicién de su funcién e incremento exagerado de la contraccion (Chang et al.,
2018; Alvarez-Santos et al., 2020). Por un lado, el DAG resultante de la hidrdlisis de
PIP2, puede generar la activacion de la proteina cinasa C (PKC), encargada de
fosforilar a CPI-17, potente inhibidor directo de la subunidad catalitica PP1cp (Fig.3)
(Somlyo and Somlyo, 2000). Mientras que, la activacion de la via de sefalizacion
mediada por la proteina G pequefia RhoA y la proteina cinasa asociada a Rho
(ROCK), inducen una inhibicion de MYPT1 mediada por la fosforilacion dada
principalmente en residuos de treonina (Fig. 3) (Alvarez-santos et a., 2020).

En el asma, principalmente durante el incremento de la HVA, la exacerbacion de la
contraccion del MLVA resulta ser contundente para el aumento de la limitacion del
flujo de aire, razon por la cual, es la anormalidad funcional que ha sido mayormente
estudiada y que ha generado mayor interés de enfoques terapéuticos (Donovan et
al., 2020). Ademas, no solo la contraccion en el citoesqueleto ha resultado
interesante durante el incremento de la HVA, puesto que la transmision de la fuerza
a través de complejos submembranales y transmembranales en el MLVA, asi como
el incremento del depdsito de matriz extracelular (MEC) ha resaltado el interés por
estudiar el componente mecanico de la contraccion muscular (Zhang and Gunst,
2008).

3.4. Componentes de la matriz extracelular de las vias aéreas

El depdsito de MEC, principalmente en estructuras como la lamina propia, la
membrana basal reticular y la submucosa, también contribuye al estrechamiento
excesivo de las VA (Barnes and Gorin, 2011; Hough et al., 2020). La MEC se
compone principalmente de proteinas fibrosas, tales como colagena o elastina, asi
como de proteinas y glicoproteinas como la fibronectina, tenasina,
glicosaminoglicanos, proteoglicanos y proteinas que constituyen las adhesiones
celulares (Ng et al., 2019; Olczyk et al., 2014; Holgate, 2008). Las fibras de colagena
tipo I-XI son los componentes mas abundantes de la MEC y el incremento de las
mismas genera un aumento de la rigidez pulmonar, mientras que las proteinas de
adhesién celular, tales como la fibronectina, son importantes para la interaccién con
diversos receptores, incluidas las integrinas (Black et al., 2003).

El incremento de la MEC, forma parte del censado extracelular de las células de
MLVA, principalmente por estar unidas a proteinas conocidas como integrinas,
formando parte del andamiaje de complejos de adhesion importantes para la
activacion de mecanismos de migracién, proliferacién y contraccion celular. Dichos
complejos de adhesién comprenden una gran cantidad de proteinas que se acoplan
a la membrana plasmatica, asi como proteinas que se unen y estabilizan
directamente filamentos de actina (Ng et al., 2019; Hough et al., 2020).
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3. 5. Adhesiones transmembranales y estabilizacion de los filamentos de actina
durante la fuerza contractil

La remodelacion del citoesqueleto forma parte fundamental de la contraccién del
musculo liso, principalmente, la polimerizacion de los filamentos de acto-miosina
(Tang, 2015). Durante la contraccion, las células del MLVA a menudo son sometidas
a cambios estructurales, trayendo consigo interacciones de transmision de la fuerza
mecanica y contractii por parte de los componentes del citoesqueleto,
principalmente de los filamentos de actina, hacia las proteinas que conforman los
andamiajes de adhesion a la membrana, formando complejos macromoleculares
junto con los dominios citoplasmaticos de las integrinas, que a su vez transmiten la
sefal a sus proteinas ligando-especificas presentes en la MEC (Fig. 4) (Zhang and
Gunst, 2008).

Filamento de miosina Actina cortical

Filamento de actina

Matriz extracelular . \ » Cuerpos densos
Complejo de adhesion a citosélicos

la membrana

Figura 4. Organizacién citoesquelética y submembranal de las células de musculo liso.
Interaccion de filamentos de acto-miosina unidos a cuerpos densos citosoélicos. Formacién de los
adhesomas que se unen a los filamentos de actina citoesquelética y cortical que transmiten la sefial
hacia los componentes de la MEC. Imagen tomada y modificada a partir de Zhang and Gunst 2008.

Las integrinas transmembranales en el masculo liso, son proteinas localizadas en
placas densas que conectan los componentes de la MEC con el citoesqueleto de
actina, ademas de ser participes en el mecanismo de migracion celular de muchos
tipos celulares incluidas las células del MLVA. Junto con las integrinas, otras
proteinas citoplasmaticas de andamiaje, tales como a-actinina, vinculina, paxilina,
FAK vy talina, por mencionar algunas, regulan la activacion de la contraccion y la
polimerizacion de los filamentos de actina del citoesqueleto y de la actina cortical
(Fig. 5) (Tang, 2015; Zang and Gunst, 2008).
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Vinculina
Paxilina

Paxilina

Integrinas extracelular

Figura 5. Proteinas que forman parte del complejo de adhesién a la membrana y MEC.
Proteinas de adhesomas y accesorias que se unen directamente a los filamentos de actina
provenientes del citoesqueleto de acto-miosina y a los segmentos citoplasmaticos de las proteinas
transmembranales integrinas, las cuales, transmiten sefiales intracelulares hacia la MEC. Imagen
tomada y modificada a partir de Zhang and Gunst 2008.

Ademas de la presencia de los filamentos de actina y de miosina en el citoesqueleto
de masculo liso, la localizacion de una serie de proteinas de unién a actina, son
importantes para la estabilizacidn y transmision de la fuerza mecénica. Entre dichas
proteinas se encuentran las proteinas caldesmona, telokina, tropomiosina, CaM,
entre otras. Todas estas proteinas, ejercen accion sobre la regulacion de la
interaccién de acto-miosina y por lo tanto regulan a su vez, la contraccion del
musculo liso (Davuluri et al., 2010).

A pesar de su participacion durante el incremento de la HVA en el asma, el MLVA
también ha sido considerado un musculo liso secretor de moléculas que regulan la
inflamacion. Durante la respuesta inflamatoria, la interaccién del MLVA con algunas
de las proteinas inflamatorias pequefias conocidas como citocinas, provenientes de
células inmunes, pueden desencadenar tanto el reclutamiento de linfocitos T,
eosinofilos y monocitos como la estimulacion proliferativa del MLVA, incrementando
la respuesta contractii en el asma. Por lo anterior, la relacion contraccion-
inflamacion, es un tema relevante para el entendimiento del mecanismo contractil
en la enfermedad (Hough et al., 2020; Halwani et al., 2013; Kudo et al., 2013).

3.6. Inflamacion de las vias aéreas

En un inicio, la inflamacién de las VA en el asma, se encuentra restringido a las VA
meramente conductoras del flujo de aire, pero con forme avanza la gravedad de la
enfermedad, el infiltrado inflamatorio puede observarse en las VA pequefias y en
los sectores alveolares (Holgate, 2008).
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El desarrollo del asma, comunmente ha sido relacionado con la exposicion a una
cantidad de alérgenos comunes, incrementando el desarrollo de alergias que
detonan un sinfin de respuestas inflamatorias. Inmunol6gicamente, los alérgenos
inhalados, tales como el polen, los acaros del polvo doméstico u hongos, por
mencionar algunos, generan una respuesta de activacion y diferenciacion de las
células linfociticas, hacia linfocitos helper tipo 2 (Th2) (Kudo et al., 2013; Finkelman
et al., 2010) La inflamacion tipo Th2 asociada a la sensibilizacién por alérgenos, se
ha relacionado con el montaje de una respuesta inflamatoria a través de la secrecion
de las interleucinas IL-4 e IL-13, provocando una respuesta relacionada con el
incremento en el recuento de eosindfilos. Sin embargo, el tipo de respuesta que se
presenta en el asma, no se limita a una respuesta Th2, ya que, en el asma grave,
se ha identificado una diferenciacion de los linfocitos hacia otros linajes, tales como
los linfocitos helper tipo 17 (Thl7), productores de IL-17A, IL-17F e IL-22. A
diferencia de la respuesta Th2, la respuesta Th1l7 ha sido relacionada con un
incremento en el reclutamiento de neutroéfilos, caracteristica importante dentro del
asma neutrofilica grave (Doe et al., 2010; Zhou et al., 2005; Chakir et al., 2003)

Las células inflamatorias reclutadas durante el desarrollo de la respuesta inmune,
tales como los eosinéfilos, neutréfilos, linfocitos, macréfagos y mastocitos no solo
incrementan la inflamacién, si no que se han relacionado estrechamente con el
incremento de la contraccién del MLVA y la HVA (Alwarith et al., 2020).

Diversas investigaciones han sugerido que, las citocinas liberadas durante la
respuesta inflamatoria, tales como el factor de crecimiento transformante (TGF-1)
y el factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), no solo incrementan el
reclutamiento de células inflamatorias, sino que inducen respuestas directas en el
epitelio de las VA, relacionadas con la produccion de moco y con la metaplasia de
células caliciformes, asi como con la diferenciacion de fibroblastos hacia
miofibroblastos, induciendo a su vez, la secrecion de proteinas de MEC, tales como
fibronectina y coldgena (Huo et al., 2021; Ng et al., 2019; Yang et al., 2012). A
medida que la inflamacién de las VA es persistente, se presenta una serie de
cambios estructurales notables en las VA que forman parte del componente de
remodelacion de las VA en el asma, el cual contribuye en gran medida al aumento
de la fisiopatologia de la enfermedad (Ng et al., 2019; Holgate, 2008).

3.7. Remodelacion de las vias aéreas

La remodelacién de las VA en el asma, es una caracteristica que conlleva al cambio
estructural, composicion, contenido y organizacion de los constituyentes
moleculares y celulares de las mismas, contribuyendo con la obstruccion del flujo
de aire a traves de la estimulacion de la contraccion del MLVA. Especificamente, la
remodelacion de las VA en el asma, engloba un conjunto de procesos estructurales
alterados (Fig. 6), tales como el depdsito excesivo de MEC, ruptura del epitelio de
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las VA e hiperplasia (incremento celular) e hipertrofia (cambio de tamafio celular) de
MLVA y musculo liso vascular, por mencionar algunos, los cuales han sido
relacionados con el incremento de la cronicidad de la enfermedad (Dhanjal et al.,
2022; Fang et al., 2020; Jong et al., 2005).

La acumulacién excesiva y exagerada de la MEC genera cambios en las VA que
contribuyen no solo a la remodelacion de las VA, sino que se relaciona con el
incremento de la HVA y con la activacion de la hiperplasia e hipertrofia del MLVA
(Barnes and Gorin, 2011; Hough et al., 2020). Ademas de lo anterior, ésta
acumulacion de MEC, también ha sido relacionada con otros procesos celulares,
incluida la activacion del epitelio de VA en respuesta a diferentes tipos de estrés,
incrementando el depdésito de componentes fibroticos (Swartz et al., 2001).
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Figura 6. Procesos patolégicos desarrollados durante la remodelaciéon de las VA en el asma.
Remodelacion de las VA en tres tipos de células pulmonares: Células epiteliales, Fibroblastos y
células de MLVA. Imagen tomada y modificada a partir de Dhanjal et al., 2022.

3.8. Epitelio, remodelacién y MLVA

El epitelio de las VA es considerada una estructura bien definida, formada por una
poblacion heterogénea de células agrupadas mediante uniones estrechas,
encargadas de participar como primera defensa contra agentes patdogenos o
ambientales téxicos (Malavia et al., 2009; Breeze and Wheeldon, 1977). El epitelio
de las VA también participa en diversos procesos celulares, tales como la motilidad
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ciliar, el transporte de iones y la secrecion de mucosa. Ademas, es secretor de
diversos mediadores y activadores importantes para las respuestas inmunoldgicas
y fisioldgicas, dentro de los que se encuentran algunos factores inhibidores de
prostanoides, el 6xido nitrico, metabolitos del acido araquidénico, endotelinas,
citocinas y factores de crecimiento (Spina, 1998). Entre los factores de crecimiento
ma&s importantes secretados por el epitelio de las VA se encuentra el factor TGF-,
el cual es capaz de interaccionar con algunas células aledafias, tales como los
fibroblastos presentes en la lamina propia, induciendo la secrecion y acumulacién
de componentes de MEC, principalmente las colagenas tipo I, lll y V, fibronectina y
algunas enzimas metaloproteinasas, como la MMP-9 (Davies et al., 2003; Swartz et
al., 2001).

Por otro lado, el epitelio de las VA puede tener influencia en el comportamiento del
MLVA, a través de la secrecion de mediadores solubles que son transportados a
través de la lamina propia hacia el MLVA, tales como la prostaglandina Ez,
endotelina 1, IL-6, IL-8, entre otros (Malavia et al., 2009; Barnes, 1998). Dichos
mediadores pueden incrementar la contraccion del MLVA teniendo un papel
esencial en el incremento de la bronco-constriccion en diversas enfermedades,
como el asma. Sin embargo, diversas investigaciones dejan la interrogante del
incremento de la contraccion por parte del epitelio de las VA, ya que, por el contrario,
apuntan a que el epitelio de las VA puede generar un decremento de la sensibilidad
de contraccion del MLVA en respuesta a sélo algunos agentes contractiles, tales
como la histamina o acetil colina, a través de un mecanismo de atenuacién por
barreras de difusion (Spina, 1998; Iriarte et al., 1990; Holroyde, 1986).

A pesar de la contrariedad de la contraccion del MLVA, el papel que juega el epitelio
en la proliferacion MLVA ha sido méas aceptado, ya que la secrecion de factores de
crecimiento como PDGF, EGF y IGF-1 por parte del epitelio, tienen influencia en los
mecanismos de hiperplasia e hipertrofia del MLVA (Lan et al., 2018).

3.9. Hiperplasia e hipertrofia del musculo liso de las vias aéreas

El aumento de la masa del MLVA en el asma, es una de las caracteristicas mas
importantes de la remodelacién de las VA gue en la mayoria de los casos puede
inferir la gravedad de la enfermedad, asi como la cronicidad de la inflamacién (Fig.
6) (Hough et al., 2020; Boxall et al., 2006).

La hiperplasia e hipertrofia del MLVA en el asma resultan ser dominantes y
significativos, sin embargo, el origen o la activacion del mecanismo sigue siendo
controversial. Estas dos caracteristicas del MLVA probablemente aumenten su
capacidad de contraccion durante una crisis de asma, observandose principalmente
en pacientes que presentan una etapa de la enfermedad clinicamente grave y mortal
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(James et al., 2012). Diversos investigadores concuerdan que las células del MLVA
pueden generar un fenotipo proliferativo que pueda desencadenar el aumento de la
masa del MLVA. Sin embargo, otros estudios apuntan al reclutamiento de células
diferentes a las del MLVA, que se diferencian en células musculares lisas, tales
como fibrocitos, células madre y células progenitoras mesenquimales multipotentes
(Kudo et al., 2013; Berair et al., 2013).

3.10. Células potenciales, transicion epitelio mesénquima

Los progenitores potenciales de las células del MLVA pueden ser localizados dentro
de las VA o migrar a través de la sangre periférica circulante, hasta ser diferenciadas
a un fenotipo de células mesenquimales a través de un mecanismo conocido como
transicion epitelio mesénquima (TEM) (Kudo et al., 2013; Berair et al., 2013).

En la sangre periférica, los fibrocitos han sido las Unicas células diferenciadas por
el mecanismo TEM, hacia células miofibroblasticas, consideradas importantes en la
remodelacion de las VA en el asma (Fig. 7) (Dhanjal et al., 2022; Berair et al., 2013).
Dicha transicion de fibrocitos-miofibroblasto es orquestada por la pérdida de
marcadores hematopoyéticos y ganancia de marcadores mesenquimales, como la
a-actina de musculo liso (a-SMA), mecanismos inducidos por el incremento de la
expresion de TGF-B, endotelina-1 o por procesos de interaccion con sefales
provenientes de la MEC (Berair et al., 2013; kudo et al., 2013).

Por otro lado, las células madre mesenquimales (CMM) son células multipotenciales
gue cuentan con la capacidad de diferenciarse hacia diversos linajes celulares que
residen en diversos tejidos, tales como el tejido conectivo, importantes en funciones
de mecanismos de reparacion y regeneracion celular. Principalmente en el pulmén,
las CMM también forman parte de las células que dan paso a los miofibroblastos,
por medio de la expresion de diversos mediadores, incluido el TGF- (Berair et al.,
2013; Boxall et al., 2006). De igual forma, las células de musculo liso que envuelven
el endotelio en las VA conocidas como pericitos, forman parte de un tercer tipo
celular que ha sido considerado importante en la hiperplasia del MLVA (Berair et al.,
2013), sin embargo, dicho mecanismo aun sigue siendo incierto (Fig. 7). Al igual
que los fibrocitos, tanto CMM como los pericitos, expresan mayormente marcadores
mesenquimales como a-SMA. Finalmente, todas las células diferenciadas a
miofibroblastos, de una u otra forma, culminan en la diferenciacion hacia células del
MLVA, incrementando la gravedad de la respuesta bronco-obstructiva en el asma
(Fig. 7) (Berair et al., 2013; Barnes and Gorin, 2011).

18



@5 TEM _
5' Figura 7. Modelo de

activacion de la
Fibrocito Matriz de tejido . hiperplasia del misculo
Vaso  celular residente 7“'3”“‘1 \ la migracion liso de las vias aéreas a
sanguineo 9% ' , .
Exposicion \x través del mecanismo de
al alergeno . . .
Mloﬁbroblasto& TEM. Los fibrocitos, las
CMM vy los pericitos son
diferenciados hacia

células miofibroblasticas,
a través del TEM. A su
vez, el miofibroblasto
puede diferenciarse en
células del MLVA. Imagen
tomada y modificada a
partir de Berair et al.,
Musculo liso 2013.

Pericito

Célula madre
mesenquimal

Por todo lo anterior, es claro que, lo que respecta al estudio de las vias de
sefalizacion y mecanismos tanto celulares como fisiopatologicos en el asma, es
necesario no sélo analizar una proteina en particular, sino el conjunto del proteoma
presente principalmente en las estructuras que se involucran directamente con la
obstruccion de las VA, tales como el MLVA. Con lo anterior, técnicas elaboradas
han permitido llevar a cabo estudios protedmicos que han sido pieza clave en el
andlisis de multiples enfermedades, dilucidando informacion esencial dentro del
macroambiente de proteinas y mediadores de muchos tipos celulares (Petelski et
al., 2021)

4. Protedbmica e interaccion

Las células presentes en diversos tipos de tejidos, incluido el MLVA, han sido
sometidas al analisis de diferentes enfoques 6micos, tales como la transcriptémica
y la protedmica, los cuales han permitido dilucidar una gran cantidad de informacion
para el entendimiento de la expresién de multiples genes y proteinas individuales
(Petelski et al., 2021). Sin embargo, la participacion de una proteina en cualquier
mecanismo o0 via de sefalizacion, depende de la interaccion dada con otras
proteinas, por lo que el analisis de las redes de interaccion proteina-proteina (IPP)
resulta ser indispensable dentro del estudio de diversas patologias, incluida el asma
(Bell et al., 2022).

Muchos de los estudios de IPP estan basados en los mapeos de identificacion e
interaccion fisica entre las proteinas presentes en un sistema de sefializacién, a
través de métodos que cuantifican y purifican miles de proteinas individuales, tales

19



como las técnicas de electroforesis en gel bidimensional (2D), ensayos
inmunoabsorbentes ligados a enzimas (ELISA), matrices de proteinas, técnicas de
separacion por afinidad o marcado y técnicas de espectrometria de masas (EM).
Siendo la electroforesis 1D y 2D, junto con la espectrometria de masas, las técnicas
mayormente utilizadas para el andlisis de IPP (Swan et al., 2013).

4.1. Electroforesis 1D y 2D

La técnica de electroforesis 2D en gel de poliacrilamida es una técnica de
separacion y purificacion que ha sido utilizada para el analisis de diferentes tipos de
muestras, incluyendo tejidos, lineas celulares y fluidos, tales como la saliva y el
suero sanguineo. A pesar de lo anterior, la electroforesis en 2D, ha presentado
diversas limitantes de uso debido a la baja eficacia de separacion de proteinas poco
abundantes, sin embargo, resulta ser una técnica de facil uso, con alta
reproductividad y econémicamente accesible (Meleady, 2011).

En general, los métodos de electroforesis se enfocan en la separacion de proteinas,
siendo la electroforesis unidimensional (1D) la encargada de generar una serie de
bandajes a partir del peso molecular (PM) especifico de cada proteina. Contrario a
lo anterior, la electroforesis 2D, esta definida por dos dimensiones. En la segunda
dimensién, las proteinas son sometidas a una separacion por gradiente de pH, lo
gue permite que sean separadas a partir del estado en donde su carga neta es igual
a cero, es decir, se encuentran en su punto isoeléctrico (pl), seguida de la
separacion de la primera dimension, en donde las proteinas son separadas en
funcién del PM que presentan, es decir, se realiza una electroforesis 1D. Al final de
la electroforesis 2D, se obtiene un gel que contiene el mapa proteémico de la
muestra a analizar, el cual, identifica una serie de puntos que corresponden a
proteinas que presentan un pl y un PM especifico (Fig. 8) (Meleady, 2018).
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A partir de los métodos de separacion y purificacion como la electroforesis 2D, es
indispensable el andlisis e identificacién de cada punto proteico obtenido en los
estudios del proteoma, para lo cual, las técnicas de EM, resultan ser la forma mas
sencilla y menos costosa para identificar la mayor cantidad de proteinas (Swan et
al., 2013).

4.2. Espectrometria de masas: un sistema MALDI-TOF-TOF

Las técnicas de deteccion de alto rendimiento han sido indispensables en los ultimos
afios, tanto para la identificacion de compuestos dentro de la industria y la
farmacologia, como para la identificacion de biomarcadores en la medicina
personalizada, teniendo como herramientas tecnoldgicas diversas técnicas de
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), extraccién en fase sélida (SPE) y
EM (Haslam et al., 2016).

Los mecanismos de protedémica a partir del analisis por EM se basan en cargar
electromagnéticamente las moléculas presentes de la muestra a analizar, con la
finalidad de cambiar su estado de la materia, desde fase sdlida o liquida a fase
gaseosa, midiendo con una mayor precision su relacion masa/carga (m/z) a través
de las trayectorias que presentan en un campo eléctrico estatico y dinamico
detectadas por diferentes tipos de analizadores de masas. Los analizadores de
masas mas populares son el analizador por cuadruplo, la trampa de iones, la
transformada de Fourier y el tiempo de vuelo. Especificamente, el analizador por
tiempo de vuelo (TOF) relaciona el tiempo que necesitan los iones de la muestra
para viajar dentro del campo eléctrico, hasta que son detectados (Walther and
Mann, 2010).

Debido a que las proteinas completas son dificiles de identificar a partir de EM, la
mayoria de las técnicas requiere analizar los péptidos de las mismas, producto de
digestiones previas, ya sean por procedimientos mecanicos 0 enziméticos. Lo
anterior ha sido necesario para el analisis espectral que se obtiene al final de la EM
(Paizs and Suhai, 2005). De esa forma, los fragmentos peptidicos arrojan espectros
conocidos como espectros MS o espectros en tandem (MS/MS), los cuales se
pueden observar a través de histogramas con picos “sefal”’, en donde cada pico
corresponde a la identificacion de un aminoacido especifico presente en la muestra
(Swan et al., 2013). Una vez obtenidos los datos MS/MS, es necesario realizar un
altimo paso para la identificacion de las proteinas por EM. A partir de la informacién
peptidica del espectro, se utiliza un software de blsqueda que contenga una base
de datos de secuencias de proteinas descritas para comparar la informacion previa
y finalmente identificar a la proteina completa (Cottrell, 2011).

Existen diversos métodos de EM gque han tomado valor dentro de las técnicas mas
utilizadas para la identificacion de proteinas, éstos incluyen la técnica de ionizacion
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por electropulverizacion, la técnica de ionizacion por desorcion y la técnica de
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI) (Swan et al., 2013).

La técnica de EM de TOF con MALDI (MALDI-TOF-MS), es un sistema de alto
rendimiento que puede analizar muestras con diferencias de tiempo en
subsegundos, utilizando un componente adicional de matriz organica (Knizner et al.,
2022). La funcién principal de la matriz, es absorber con mayor eficiencia la
radiacion laser proporcionando una mejor ionizacion de la muestra al proveerla de
protones, evitando en mayor medida su descomposicion durante el proceso
(Tsuchida et al., 2020).

El tipo de matriz organica que se utilice dependera de la muestra a analizar, tratando
de obtener la mayor eficiencia posible. Para la identificacion de péptidos, es
recomendable utilizar una matriz de acido-ciano-4-hidroxicinAmico (CHCA),
mientras que, para analizar proteinas completas, se ha utilizado una matriz a base
de acido sinapinico, para el andlisis de glicanos una mezcla de &cido-2,5-
dihidroxibenzoico y &cido 2-hidroxi-5-metoxibenzoico (Super-DHB) y para la
identificacion de moléculas de DNA, la matriz compuesta por &cido 3-
hidroxipicolinico ha resultado ser la mejor opcion (Ng et al., 2014). Una vez que se
ha identificado el tipo de matriz correcta, la muestra se transfiere a la matriz, la cual
seguidamente sera sometida a radiacién laser dentro del espectrémetro de masas,
para ser posteriormente secada, ionizada y lanzada a través del TOF, obteniendo
finalmente los datos MS/MS, los que serdn analizados para la identificacion
(Tsuchida et al., 2020).

4.3. Identificacion de proteinas a partir de EM

Los picos identificados en los histogramas de los espectros MS/MS requieren ser
analizados a través de dos métodos principales. A grandes rasgos, el primer método
consiste en el andlisis directo de la intensidad observada en el histograma, asi como
de la repeticion de picos que se presentan en el mismo, mientras que el segundo
método puede aplicar un analisis a través de softwares de busqueda para la
identificacion de las secuencias de proteinas, o bien, recurrir a técnicas de
cuantificacion de proteinas, ya sea en andlisis posteriores a la obtencion de los
histogramas o por medio de andlisis que dependen del etiquetado previo de las
muestras durante la EM (Swan et al., 2013).

La comparacion de la cuantificacion relativa de los componentes proteicos
obtenidos por EM, ha sido una herramienta que ha permitido el analisis diferencial
de complejos de proteinas entre varios grupos de estudio, por ejemplo, muestras
experimentales y muestras control. Una de las técnicas mayormente utilizadas hoy
en dia para cuantificar las proteinas por EM, es la alineacion de diferentes espectros
en tandem con el fin de calcular la diferencia de la intensidad relativa identificada
durante cada corrida. De esta manera, el analisis posterior resulta ser mas solido
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cuando se trata de comparar la presencia, ausencia, incremento o decremento de
una proteina dentro de los grupos experimentales (Walther and Mann, 2010).

Una vez concluido el andlisis de identificacion de proteinas, la interaccion entre las
mismas puede llevar a obtener informacién acerca del papel bioldgico que presenta
dentro del sistema o tejido del cual fueron obtenidas. Este mecanismo de interaccion
es conocido como “interactoma”, el cual es obtenido a partir del analisis de los datos
de interaccién fisica y biolégica que se encuentran en las principales bases de
datos, agrupados por medio de diversos softwares o plataformas de interaccion,
tales como SPRING, STRING o SeQ (Bell at al., 2022). Dichas plataformas
computacionales de interaccion, toman en cuenta las similitudes entre secuencias
de proteinas, la composicion y similitud estructural, asi como métodos de
aprendizaje automatico, lo cuales consisten en analizar las caracteristicas de las
secuencias de aminoacidos para aplicar algoritmos que permitan predecir
coeficientes de correlacion de interacciones de proteinas (Bell et al., 2022).

4.4. Base de datos STRING: redes de asociacion de proteinas funcionales

La base de datos STRING es una plataforma dedicada a la busqueda de interaccion
de genesy proteinas que tiene como objetivo entrelazar redes a partir de los analisis
funcionales y estructurales de las proteinas (Von Mering et al., 2005).

Las interacciones predichas en el programa STRING se generan a partir de
diversos datos almacenados en la plataforma, dentro de los cuales se incluyen (i)
las interacciones experimentales conocidas presentes en bases de datos primarias,
(i) los datos de vias de interaccion procedentes de bases de datos primarias, (iii)
los resumenes de Medline, un servicio de bibliotecas de informacién para identificar
vinculos estadisticos y/o semanticos entre proteinas, (iv) algoritmos gendémicos
especificos y analisis de coexpresion para predecir interacciones de novo y (v)
relaciones de ortologia precalculadas para correlacionar interacciones entre
organismos diferentes. Cada uno de los puntos anteriores se reflejan en el
interactoma final a través de lineas de diversos colores que ejemplifican cada punto
de obtencion de los datos (Fig. 9) (Szklarczyk et al., 2015). El empleo del programa
STRING para la prediccion de un interactoma especifico de células, tejidos u
organismos tiene diversas ventajas en comparacioén con otras bases de datos, ya
que, primeramente, permite mapear varios tipos de evidencia o puntos de bases de
datos, conjuntarlos y relacionarlos facilitando el analisis comparativo. En segundo
lugar, las interacciones que han sido comprobadas mediante procesos
experimentales, son complementadas mediante los sistemas de prediccion,
teniendo una cobertura mayor de la red de interaccion.
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Figura 9. Interactoma obtenido en la base de datos STRING. Ejemplo del interactoma obtenido
en la plataforma STRIGN. Las lineas marcadas con diferentes colores corresponden a los diversos
métodos de identificacién de la interaccion. Imagen propia generada en el programa STRING online.

En tercer lugar, brinda un sistema numeérico de puntuacion y confianza de
interaccion, lo que ofrece menor margen de error. Finalmente, facilita los estudios
evolutivos entre organismos diferentes, por medio de la transferencia de informacion
relacionada con el mapeo de genes y proteinas (Von Mering et al., 2005).

4.5. Validacién del interactoma

El analisis de proteinas a través de mapas o redes de interacciébn protedémica
obtenidos a partir de bases o plataformas de datos continuamente ha requerido ser
sometido a una determinacion de cobertura proteica y tazas de error, con el fin de
identificar que tanto se asemeja a la realidad biologica (Wodak et al., 2009).

En primera instancia, las comparativas entre los interactomas obtenidos y la
literatura, suele ser un mecanismo suficiente para aceptar la interaccion, sin
embargo, la mayoria de las interacciones generadas de novo mediante
predicciones, suelen requerir un analisis mas profundo a través de técnicas
moleculares inmunoelectroforéticas, de localizacion celular o inmunohistoquimicas
(Wodak et al., 2009). A pesar de lo anterior, mapeos de modelos de cobertura por
pares de proteinas que pueden o no interaccionar, han implicado modelos
piramidales que permiten estimar estadisticas de falsos negativos y falsos positivos
aceptando o discriminando interacciones proteina-proteina. Dichos mapeos suelen
ser parte del analisis realizado por las plataformas de redes de asociacion de
proteinas. Estos modelos piramidales evalian la probabilidad de interaccion
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proteica a traves de discriminacion de probabilidades de la siguiente manera: en la
base de la pirdmide, por debajo del umbral inferior, se encuentran los pares de
proteinas que generan puntajes con baja probabilidad de interaccién, mientras que,
en el segmento del fondo piramidal, son agrupadas aquellas proteinas que
presentan una baja o nula probabilidad de interaccién. De forma ascendente, por
debajo del umbral inferior se agrupan las proteinas que presentan un valor de
probabilidad mayor, las cuales son consideradas aptas para una posible interaccion,
a partir de éstas se generara en Ultima instancia el interactoma, posicionandolas
finalmente en el pico del modelo piramidal (Fig. 10) (Schwartz et al., 2009).
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5. Proteoma-interactoma de las vias aéreas

Sin duda, el andlisis de interaccion de proteinas ha permitido revolucionar aspectos
importantes de funcionalidad, estructura, sefializacion y expresion de diversas
proteinas y genes participes en el desarrollo de multiples enfermedades, asi como
identificar posibles marcadores biolégicos y dianas farmacolégicas de diversos tipos
celulares, incluyendo el MLVA en el asma (Mauri et al., 2014; Schwartz et al., 2009).

Muchos han sido los enfoques protedmicos que se han realizado para el MLVA en
el asma, englobando investigaciones dirigidas hacia diversas vias de sefializacion.
Un ejemplo de lo anterior, han sido los trabajos realizados para el analisis del
proteoma del MLVA intrapulmonar y traqueal de pacientes sanos y pacientes con
asma cronica a través de la identificacién de algunas de las proteinas presentes en
los miocitos humanos (ljpma et al., 2020). De la misma forma, los proteomas-
interactomas han permitido estudiar proteinas individuales y su relacion con
diferentes mecanismos de regulaciéon, biomarcadores y estructuras, tanto en
modelos animales, tales como el modelo de asma alérgica en raton (Ren et al.,
2021) como en biopsias bronquiales de pacientes con asma severa (Mauri et al.,
2014). Sin embargo, a pesar de los esfuerzos que se han realizado para mapear la
mayor cantidad de proteinas del MLVA en el asma y la relacién que podrian tener
dentro de la fisiopatologia de la enfermedad, aun se requieren estudios que puedan
relacionar los interactomas con la regulacion de la contraccion del MLVA, la HVA,
la remodelacion de las VA y la interaccion farmacologica (ljpma et al., 2020).
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JUSTIFICACION

El asma es una de las enfermedades cronicas pulmonares con mayor incidencia a
nivel mundial. Diversos modelos experimentales han tratado de asemejar un sinfin
de aspectos fisiopatolégicos que se presentan en el asma humana, siendo el
cobayo, uno de los animales con mayor utilidad dentro de los modelos
experimentales de asma.

Diversos grupos de investigacion se han dedicado al estudio de las principales
caracteristicas del asma, dentro de las que se encuentran la HVA y la remodelacion
de las VA. Siendo el mecanismo que conlleva al incremento de la contraccion del
MLVA, una de las principales interrogantes. Si bien, dichas investigaciones han
avanzado a lo largo de los afos, la expresion e interaccion de las proteinas del
MLVA en el asma, sigue siendo incierto.

Es notable la importancia del mecanismo de contraccion del MLVA en el asma, ya
que forma parte de la principal anormalidad fisiolégica de la enfermedad. Con ello
surge la interrogante de estudiar el papel de las proteinas involucradas en la
contraccion del MLVA, no de forma individual, sino en conjunto, dentro del complejo
de un perfil protedmico, con la finalidad de identificar el papel y la interaccion de
cada una de ellas en las vias de sefalizacion que conllevan a un incremento de la
contraccion del MLVA en el asma. Esta claro que dichos mecanismos aun son
confusos, por lo que el estudio de la relacion entre las proteinas del MLVA, no sélo
de aquellas que se han relacionado con la interaccion de acto-miosina en el
citoesqueleto, sino también, aquellas proteinas que estabilizan al aparato contractil
de actina, las que forman parte de los complejos de andamiaje transmembranales
y las proteinas presentes en la MEC durante la remodelacion de las VA, podrian
ayudar a dilucidar mecanismos de regulacion y desregulacion del MLVA en el asma.

Por lo anterior, en el presente estudio, se analiz6 la expresion e interaccion de
diversas proteinas identificadas por espectrometria de masas en el MLVA, con el
objetivo de dilucidar el perfil proteébmico presente en el musculo liso traqueal (MLT)
y musculo liso intrapulmonar (MLIn) de un modelo de asma alérgica en cobayo. De
esta forma, se pretende estudiar las posibles vias y mecanismos de sefializacion
implicados en el incremento de la contraccion sostenida y la remodelacion de las
VA, no so6lo desde el estudio individual de una proteina, sino desde la perspectiva
de un complejo de interaccién protedmica.
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HIPOTESIS

La contraccion del musculo liso de las vias aéreas en el asma alérgica estara
regulada por el incremento, decremento e interaccion de las proteinas expresadas
en las vias aéreas, principalmente de las proteinas relacionadas con el aparato
contractil y con componentes de adhesion a la membrana plasmatica.

OBJETIVO GENERAL

Analizar el perfil protedmico del musculo liso de las vias aéreas en un modelo de
asma alérgica en cobayos, para determinar la presencia, expresion e interaccion de
las principales proteinas relacionadas con la contraccion del masculo liso de las vias
aéreas en el asma alérgica.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Desarrollar el modelo de asma alérgica en cobayos.

2. Obtener las proteinas presentes en tejido tragueal de cobayos control y de
cobayos del modelo de asma alérgica a través de electroforesis de una y dos
dimensiones.

3. Identificar las proteinas presentes en el tejido traqueal de cobayos controles y del
modelo de asma alérgica obtenidas por electroforesis de una y dos dimensiones a
través de espectrometria de masas en un sistema MALDI-TOF-TOF MS/MS.

5. Determinar la presencia y localizacion de algunas proteinas identificadas por
espectrometria de masas en el MLT, MLIn, epitelio y lamina propia de cobayos
control y con modelo de asma alérgica por medio de la técnica de
inmunohistoquimica en cortes de traquea y l6bulo inferior pulmonar izquierdo.

5. Realizar el estudio de interaccion proteina-proteina por medio de un analisis de
redes de proteinas utilizando el programa de libre acceso STRING
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METODOLOGIA

1. Animales

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) machos de cepas HsdPoc: DH de Harlan
México con pesos entre 350g-400g, mantenidos en condiciones estables en el
bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias “lsmael Cosio
Villegas” (INER), con humedad convencional de 50-70%, temperatura,
alimentacion, ciclos de luz y oscuridad controlados 12/12, aire filtrado a 21°C +/-1y
cama esterilizada. Se alimentaron ad libitum con alimento para cobayo (Harlan S.A.
de C.V.) y agua estéril. Los animales se dividieron en dos grupos, el primero
correspondio al grupo control y el segundo al grupo del modelo de asma alérgica.
Este proyecto fue aprobado por los comités Etico y Cientifico del INER (B37-12,
DI/CCB/344/12, 29 de noviembre de 2012). Los experimentos se realizaron bajo las
Normas Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0-1999 y NOM-087-ECOL-SSA1- 2002.

2. Modelo de asma alérgica en cobayo

El modelo de asma alérgica en cobayo consté de 35 dias, dentro de los cuales,
fueron expuestos a diferentes dosis de (OVA) durante los dias correspondientes a
la sensibilizacion antigénica y refuerzo antigénico, seguido de tres retos antigénicos
con intervalos de 10 dias entre cada reto (Fig. 11).

Retos antigénicos

30
Sensil_)il’izz_lci()n Re_fufar_zo 10 2 o Curva de
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histamina

| | I I |
1 8 15 25 35
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Figura 11. Estructura del modelo de asma alérgica en cobayos. Dia 1. Sensibilizacion antigénica
con OVA e hidroxido de aluminio por via de administracion subdérmica e intraperitoneal. Dia 8.
Refuerzo antigénico con OVA nebulizada. Dia 15. Primer reto antigénico con OVA nebulizada. Dia
25. Segundo reto antigénico con OVA nebulizada. Dia 35. Tercer reto antigénico con OVA nebulizada
y administracién de dosis crecientes de histamina mediante una curva de dosis-respuesta a la
histamina para la evaluacion de la reactividad de las vias aéreas.

2.1. Sensibilizacion antigénica

En el dia 1 del modelo de asma alérgica, se realizé la sensibilizacion antigénica por
medio de la preparacion de una solucién de OVA (Sigma St Louis, EU) a una
concentracion de 60 mg/ml e hidréxido de aluminio como adyuvante (1 mg/ml; J.T.
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Baker, NJ, EU), disueltos en 20 ml de solucion salina fisiologica (SSF).
Posteriormente, 6 cobayos correspondientes al modelo de asma alérgica fueron
administrados con 1 ml de la solucion de OVA previamente preparada, 0.5 ml via
subdérmica y 0.5 ml via intraperitoneal, mientras que, el grupo de 6 cobayos control
fueron tratados con 1ml de SSF, con la finalidad de que estuvieran sometidos bajo
el mismo estrés que los cobayos del modelo de asma alérgica (Fig. 12A).

2.2. Refuerzo antigénico

El dia 8 se reforzé la sensibilizacion antigénica de los cobayos del modelo de asma
alérgica a través de la administracion de un refuerzo antigénico, en una camara de
acrilico conectada a un nebulizador US-Bennett (flujo de 2ml/min) por el cual se
administré la solucion de OVA (3 mg/ml SSF) por 5 minutos (Fig. 12B). El
nebulizador produce una mezcla de particulas distribuidas de la siguiente manera:
el 44% es menor a 4 ym de diametro, el 38% de 4-10 um y el 18% mayor a 10 pym.
Los cobayos controles fueron sometidos so6lo a la administracion de SSF
nebulizada.

Dia 1 Dia 8
Sensibilizacion Refuerzo Antigénico

Figura 12. Modelo de asma alérgica en cobayo (Cavia porcellus). A. Sensibilizaciéon antigénica
con OVA a grupo de cobayos de modelo de asma alérgica y con SSF a grupo control mediante
administracion subdérmica e intraperitoneal. B. Refuerzo antigénico de cobayos de modelo de asma
alérgica por OVA inhalada a través de un nebulizador.

2.3. Retos antigénicos

El dia 15 se realizé el primer reto antigénico con OVA nebulizada (1 mg/ml SSF) en
una camara pletismogréfica en donde se registré el indice de broncoobstruccion (iB)
basal con un pletismégrafo barométrico para animales en libre movimiento (Buxco
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Electronics Inc., Troy, NY, USA) (Fig. 13), mientras que, los cobayos controles solo
recibieron SSF. La cAmara fue provista de un flujo de aire continuo (10 ml/s), que
no modifica la sefal respiratoria durante el experimento. La nebulizacion fue
administrada durante 1 minuto, realizando un registro pletismografico con 1 hora de
duracion después del reto con OVA para obtener la respuesta de broncoobstruccion
maxima.

Posteriormente, el dia 25, se realizé el segundo reto antigénico con OVA (0.5 mg/ml)
para los cobayos del modelo de asma alérgica y con SSF para los cobayos controles
por nebulizacion durante 1 min. Los registros de iB basal y de respuesta fueron
analizados a través del pletismégrafo barométrico para animales en libre
movimiento (Fig. 13).

Finalmente, el dia 35, se llevé a cabo el tercer reto antigénico por medio de la
nebulizacion de OVA (0.5 mg/ml. Los registros en el pletismégrafo barométrico para
animales en libre movimiento fueron obtenidos después de 1 min de administracion
de OVA nebulizada. Ademas de realizar el tercer reto antigénico, en el dia 35, se
evalué la reactividad de las vias aéreas a través de curvas de dosis-respuesta a la
histamina para ambos grupos experimentales (véase apartado reactividad de las
VA) (Fig. 13).

Dia 15 Dia 25 Dia 35
Reto antigénico 1 Reto antigénico 2 Reto antigénico 3
Curva de respuesta
a la histamina

Figura 13. Modelo de asma alérgica en cobayos y pletismografia barométrica para animales
en libre movimiento. Se administraron tres retos antigénicos con OVA en los dias 15, 25 y 35 para
generar el modelo de asma alérgica, también se les midié el iB por medio del andlisis de
pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. Adicional, en el dia 35 se realiz6 la
evaluacion de la hipersensibilidad de las vias aéreas a la histamina.
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3. Pletismografia barométrica para animales en libre movimiento

El sistema de pletismografia barométrica se basa en la medicion directa de las
variaciones de presion que se presentan dentro de una camara inferior en donde se
encuentra el animal y las compara con una presion de referencia presente en la
parte superior de la camara pletismogréfica. Dichas variaciones se registraron con
un transductor de presion diferencial (SCXLOO4DN SenSym Milpitas, CA, EU)
conectado a un preamplificador. La sefial generada fue procesada y analizada
continuamente por el programa Buxco Byosistem XA v1.1, el cual se ajustd para
incluir solamente volumenes corrientes de 1 ml 0 mas, con un tiempo espiratorio
minimo de 0.15 s, tiempo inspiratorio de 3 s y una diferencia maxima entre los
volumenes inspiratorios y espiratorios del 10%. Lo anterior, con el fin de no incluir
registros ajenos al experimento, tales como los movimientos del cobayo en donde
aproximadamente del 7 al 10% de las ventilaciones de cada periodo fueron
eliminadas debido a esta causa. Cada valor de iB fue el promedio de 15 s de
lecturas, y de éstas, el promedio de los Ultimos 5 minutos de cada periodo (Alvarez-
Santos, 2017).

El iB se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que esta
dentro del pulmén del cobayo, debido a que el aire ambiental se calienta de ~25°C
a 37°C una vez que esta dentro de los pulmones del cobayo, ademas de que se
humidifica al 100%. Los sensores de la cAmara de pletismografia detectan este
cambio en el volumen como un aumento transitorio en la presion en el interior de la
camara, pues disminuye conforme el cobayo exhala el aire, ya que el aire exhalado
pierde humedad y temperatura rdpidamente, y durante la exhalacion baja el
volumen del aire dentro de la cAmara registrandose como una disminucién en la
presion. De esta forma, aunque el transductor no mide directamente los flujos
espiratorios e inspiratorios, el programa de la computadora puede calcular el flujo
de manera indirecta evaluando los cambios de presion durante la inspiracion y
espiracion en el equipo previamente calibrado (Alvarez-Santos, 2017, Hamelmann
et al., 1977).

La informacién que se procesa da el valor del iB que es obtenido con la siguiente
férmula:

iB = [(Te-Tr) /Tr] [PFE/PFI]

donde:

Te = Tiempo total espirado (S)

Tr = Tiempo total de relajacién (s)

PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH20)
PFI = Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH20)
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4. Reactividad de las vias aéreas

En dia 35, se llevd a cabo la evaluacion de la reactividad de las VA, mediante la
comparacion de las curvas de dosis-respuesta a dosis crecientes de histamina antes
y después del reto antigénico con OVA. Primeramente, se obtuvo el iB basal y
posteriormente se nebulizaron dosis crecientes de histamina (Sigma St. Louis, EU)
con diferentes concentraciones (0.01 mg/ml; 0.013, 0.018 mg/ml, 0.032 mg/ml,
0.042 mg/ml, 0.056 mg/ml, 0.074 mg/ml, 0.1 mg/ml, 0.13 mg/ml, 0.18 mg/mly 0.32
mg/ml) durante 1 min, tanto para el grupo del modelo de asma alérgica, como para
el grupo control. Para cada dosis se registro el iB durante 5 min continuos,
obteniendo el promedio final. La respuesta a la histamina se determind una vez que
la histamina produjo una broncoobstruccion que triplico el valor basal del iB (Dosis
provocativa 200 o DP200). Después de lo anterior, se esper6 a que el iB disminuyera
aproximadamente el 50% de su valor basal para dar comienzo con la administracion
de OVA correspondiente al reto antigénico del dia 35. Tres horas después del reto
con OVA, se realizé la segunda curva acumulativa de histamina con el mismo
protocolo que en la primera curva (Alvarez-Santos, 2017).

5. Eutanasia de animales

Veinticuatro horas después de la realizacion de la curva dosis-respuesta de
histamina, los cobayos se sometieron a la eutanasia por medio de una sobredosis
de pentobarbital sddico (28 mg/Kg; PiSa, México). Cuando los cobayos cayeron en
paro cardiorrespiratorio, se procedio con la diseccion del tejido. Primeramente, se
extrajo una banda de tejido traqueal que comprendia la banda de MLT, lamina
propia y el epitelio de las VA, el cual fue almacenado en solucion de inhibidores de
proteasas a -70°C para su subsecuente andlisis. Ademas, un segmento traqueal
medio y el I6bulo inferior pulmonar izquierdo fueron diseccionados y embebidos en
una solucion de formalina al 10% de 24-48 horas.

6. Electroforesis en gel de poliacrilamida

El tejido traqueal, tanto de cobayos control como del modelo de asma alérgica,
fueron sometidas al procedimiento de precipitacién y cuantificacion de las proteinas.
El MLT fue homogenizado (PRO200; Pro Scientific Inc., Oxford, CT, USA) en buffer
de fosfatos (K2HPO4 6.7 mM a un pH de 7.4 con KCI| 0.04 My MgCl2 1 mM) a4 °C
y sonicado tres veces a 30% de amplitud por 30 segundos con intervalos de 1 min
en hielo (Vibra-cell 75185; Sonics and Materials Inc., Newtown, CT, USA). La
suspension se desalinizd y precipité a -20°C en una solucién que contenia acetona,
10% de acido tricloroacético (TCA) y 20 mM de ditiotreitol (DTT). Los botones
celulares fueron resuspendidos en buffer de fosfatos a -4°C. Seguidamente se
realizd una cuantificacion de proteinas para evaluar la concentracion de proteina
presente en la muestra previamente precipitada, por medio del Kit de ensayo de
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proteinas de Lowry DC (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Inmediatamente de la
cuantificacion se realizé la electroforesis.

Para la electroforesis de una dimension (1D), se utilizaron geles de 12 pozos
NuPAGE™, Bis-Tris 4-12 %, 1,0-1,5 mm, corridos en condiciones reductoras con
2.5% de 2-mercaptoetanol y reactivos sugeridos por Laemmli (1970). Las proteinas
fueron cargadas a diferentes concentraciones de proteina (15ug, 30ug y 50ug/carril)
y separadas con un mini-sistema comercial (Mini-Protean Il; Bio-Rad) a 80 V para
concentracion y 120 V para separacion, usando un Power pack 3000 (Bi-Rad). La
electroforesis de 1D incluyo el marcador de peso molecular comercial Precision Plus
Protein All Blue (Bio-Rad).

Para la electroforesis de dos dimensiones (2D), se prepar6 una solucion de
hidratacion para cada una de las muestras a cargar (Urea 7M, tiurea 2M, Chaps 4%,
DTT 60 mM, azul bromofenol y anfolitos pH 3-10). La concentracién a cargar de
cada muestra fue de 150 ug de proteina. Todo lo anterior fue aforado a 125 uL y
cargado en tiras IPG (ReadyStripTM IPG Strips; Bio-Rad) con aceite mineral,
hidratando a temperatura ambiente 25-27°C por un maximo de 16 hrs.
Seguidamente, las tiras fueron corridas en un equipo de isoelectroenfoque
(PROTEAN IEF Cell; Bio-Rad) con método “7/0CMEXTRACT”, a tres pasos: 250 mV
voltaje lineal por 20 min, 4000 V voltaje lineal por 2 hrs y 4000V hasta alcanzar
10,000 V/hr en pendiente rapida, con amperaje de 50 mA por tira, usando puentes
Electrode Wicks (PROTEAN IEF System; Bio-Rad). Después de lo anterior, las tiras
fueron sometidas a 15 min en solucién de equilibrio con DTT (1.5 M tris pH=8.8,
urea 6M, glicerol 87%, SDS 2%, azul bromofenol, DTT 60 mM) y a 15 min
subsecuentes en solucién de equilibrio con lodoacetamida (1.5 M tris pH=8.8, urea
6M, glicerol 87%, SDS 2%, azul bromofenol, lodoacetamida 2.5%). Una vez
concluida la corrida electroforética de 2D, se procedio a colocar la tira en geles para
isoelectroenfoque NUPAGE™ Bis-Tris 4-12% IPG-well para realizar la electroforesis
de 1D, tal como se describio anteriormente.

7. Espectrometria de masas

A partir de los geles de poliacrilamida de una y dos dimensiones, los puntos y
bandas fueron cortadas manualmente por medio de micropipeteo, para después ser
reducidas con DTT 10 mM, alquiladas con iodoacetamida 100 mM y destefiidas con
ACN: NH4HCO3s 50 mM (50:50 v/v). Seguidamente, la digestion proteica fue
realizada con tripsina grado masas (Promega V528A) en incubacién a 37°C por 18
horas. Finalizado el tiempo de incubacion, se extrajeron los péptidos con ACN: H20:
acido férmico 50:45:5 v/v, disminuyendo posteriormente el volumen de la muestra
en un concentrador (eppendorf 5301) y desalandola utilizando una columna C18
(ZipTipC18). La muestra fue colocada por sextuplicado en una placa especifica
utilizando como matriz a-ciano y siendo analizada en un espectrometro de masas
MALDI TOF/TOF 4800. Una vez obtenidos los espectros MS/MS, se realiz6 una
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busqueda con el algoritmo Paragon del software ProteinPilot utilizando un
porcentaje de confianza del 66% (Fig. 14).
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8. Construccion del proteoma-interactoma del musculo liso traqueal

Las proteinas identificadas por espectrometria de masas y algunas analizadas
previamente en el grupo de trabajo, fueron acomodadas en lista dentro del programa
de libre acceso STRING-functional protein association netwoks obteniendo un
interactoma previo, solo de la relacion de las proteinas. El valor de enriquecimiento
correspondio al porcentaje de probabilidad funcional y biol6gica de interaccién entre
las proteinas analizadas. Basandonos en los resultados antes mencionados, se
construy6 un nuevo formato del interactoma tomando en cuenta la expresion de las
proteinas analizadas por IHC presentando proteinas que incrementan su expresion
(color rojo), que no presentan cambios de expresion (color amarillo) y aquellas que
disminuyen su expresion (color azul) en el asma alérgica.

9. Inmunohistoquimica en parafina

El segmento traqueal obtenido por medio de un corte transversal y el segmento del
|6bulo inferior pulmonar izquierdo de los cobayos control y modelo de asma alérgica
embebidos en solucion amortiguadora de formalina al 10% fueron deshidratados en
un tren de deshidratacidén que consto de la siguiente manera: agua destilada (dH20)
por 10 min, alcohol 96% por 10 min, alcohol absoluto por 10 min y xilol por 10 min.
Posteriormente, los tejidos fueron incluidos en parafina. Seguidamente, el blogue
de parafina que incluia a los tejidos fue cortado en un micrétomo a grosores de 3-4
Mm, para después ser colocado en una laminilla silanizada. En el dia 1 de la
inmunohistoquimica, las laminillas fueron desparafinadas en una estufa de cultivo a
30°C durante 30 miny rehidratadas por medio de una solucién de Xilol por un tiempo
de 10 min, alcohol absoluto por 5 min, alcohol 96% por 5 min hasta y dH20 por 10
min. La recuperacion antigénica se realizé con buffer un de citrato de sodio 10 mM
a pH=6 por 10 min en un horno de microondas. Los sitios no especificos fueron
bloqueados con suero de caballo al 2% del Kit Universal R.T.U Vectastain (Vector
laboratorios, USA), Las muestras fueron incubadas a 4°C durante toda la noche con
los anticuerpos monoclonales para las proteinas a analizar que se enlistan en la
tabla 1. Las laminillas correspondientes al blanco, fueron tratadas de la misma
manera que las experimentales, excepto con la incubacién con el anticuerpo
primario. En el dia 2 de la inmunohistoquimica, las muestras y el blanco fueron
incubadas con perdxido de hidrégeno grado reactivo al 3% (concentracién 30%,
HYCEY, México) con el fin de bloquear a la peroxidasa endégena. Para detectar la
unidn especifica de los anticuerpos primarios se usoé el anticuerpo secundario del
Kit Universal R.T.U Vectastain (Vector laboratorios, USA), incubando las muestras
y el blanco por 1:40 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, las muestras y
el blanco fueron lavadas e incubadas con un complejo de peroxidasa/estreptavidina
del Kit Universal R.T.U Vectastain (Vector laboratorios, USA). Finalmente se uso el
Kit DAB Substrate Kit, Peroxidase (HRP), with Nickel, (3,3'-diaminobenzidine,
Vector laboratorios, USA) como cromoégeno revelador. Las muestras y el blanco
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fueron contratefiidas con hematoxilina de Mayer (Vector laboratorios, USA) por 10
minutos y sometidas a viraje con una solucion de acido acético glacial al 2% (Sigma
St. Louis, EU) e incubadas con una solucién de hidroxido de amonio al 0.03%
(Sigma St. Louis, EU) para la coloracion azul. Las laminillas fueron lavadas dos
veces con TBS-Tween 1% durante el término de cada proceso.

Cuadro 1. Anticuerpos monoclonales utilizados para IHC.

Proteina Marca Dilucion
Cadena ligera
de miosina ANTIBODYMYL9/MYL12A/B (E-A), SANTA CRUA SC- 1:100
(MYL9) 28329
Cadena pesada
de miosina ANTIBODY MYH11 (G-4), SANTA CRUZ, SC-6956 1:50
(MYH11)
B-actina ANTIBODY B-ACTIN, GeneTex, GT5512 1:250
(ACTB)
y-actina ANTIBODY V-ACTIN (1-17), SANTA CRUZ SC-65638 1:100
(ACTG1)
Filamina A FILAMIN 1 ANTICUERPO (3F180), SANTA CRUZ SC- 1:250
(FLNA) 71118
a-actina MONOCLONAL ANTI-ACTIN, A-SMOOTH MUSCLE (A- 1:500
(ACTA2) 2547), SIGMA INMUNOCHEMICALS
PPP1R3A PPP1R3 ANTIBODY (C-8), SANTA CRUZ sc-398425 1:50
(RG1)
Transgelina | TRANSGELIN ANTICUERPO (6G6), SANTA CRUZ | 1:100
(TLNG) SC-53932

10. Andlisis de expresidn en el programa ImageJ-Fiji

Para determinar la expresion de la marca positiva de las proteinas analizadas por
inmunohistoquimica, se tomaron fotografias en un microscopio 6ptico de las
diferentes estructuras en donde se presento6 la expresion, a un aumento de 40x.
Posteriormente, las imagenes obtenidas fueron analizadas en el programa ImageJ-
Fiji mediante la evaluacién total de pixeles que presentaban marca positiva para
cada una de las proteinas. Primeramente, se tomaron 5 cuadrantes al azar en las
imagenes correspondientes a las estructuras de MLIn, MLT, epitelio y lamina propia
de los cobayos pertenecientes al grupo modelo de asma alérgica y control.
Seguidamente, cada uno de los cuadrantes fue sometido a un analisis de Color
Dencovolution, en donde los pixeles se separan por colores dependiendo de la
técnica que se utilizo para revelar la marca del anticuerpo. Para el caso del presente
analisis, se utilizd la separacion de DAB-H correspondiente al color de marca
obtenido por la técnica de diaminobencidina. Una vez obtenida la segunda imagen
propia de la coloracion de diaminobencidina, fue revertida a pixeles blanco/negro,
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en donde el blanco correspondio a la cantidad de pixeles que presentaban marca
positiva, mientras que el negro fue identificado como el fondo de la imagen, es decir,
la zona en donde no se presentaba la marca del anticuerpo. Finalmente, se
determind el histograma de pixeles que permiti6 analizar dos picos
correspondientes al blanco (marca positiva) y al negro (fondo), comparando
finalmente el nUmero de pixeles totales que correspondian a la intensidad de marca.

11. Materiales

Ovoalbumina (chicken egg albumin) grado II, hidréxido de aluminio, histamina,
pentobarbital sodico, inhibidores de proteasas, acido tricloroacético (TCA), acetona,
DTT, 2-mercaptoetanol, fosfato de potasio monobasico, fosfato de potasio dibasico,
cloruro de potasio (KCI), cloruro de magnesio (MgClz), Kit de ensayo de proteinas
DC-Lowry, marcador de peso molecular Precision Plus Protein All Blue, urea,
tiourea, CHAPS, azul bromofenol, anfolitos pH=3-10, tiras IPG ReadyStripTM IPG
Strips, Tris, SDS, glicerol, lodoacetamida, NH4HCO3, matriz a-ciano, tripsina grado
masas, xilol, alcohol absoluto, alcohol 96%, Kit Universal R.T.U Vectastain, peréxido
de hidrogeno grado reactivo 30%, Kit DAB Substrate Kit, Peroxidase (HRP), with
Nickel, hematoxilina de Meyer, acido acético glacial 2%, hidroxido de amonio 0.03%,
TBS, tween 20, NaCl, anticuerpo anti-MYL9/MYL12 A/B, anticuerpo anti-MYH11,
anticuerpo anti-y actina, anticuerpo anti-B actina, anticuerpo anti-filamina 1,
anticuerpo anti-a actina, anticuerpo anti-PPP1R3, anticuerpo anti-transgelina.

12. Anélisis estadistico

La HVA a la histamina fue evaluada por el promedio de la dosis provocativa 200%
(DP200), obtenido a partir del valor de la DP20o después del reto con la DP200 obtenido
antes del reto. El cambio en la reactividad de la histamina inducida por reto
antigénico fue evaluado por el cociente de DP2oo. La diferencia significativa entre los
grupos control y del modelo de asma alérgica fue evaluado por las medias mediante
la prueba de t Student no pareada. La significancia estadistica fue asignada como
P<0.05 a dos colas. Los datos en el texto y figuras estan expresados como media +
error estandar.
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RESULTADOS

1. Reactividad de las vias aéreas en cobayos del modelo de asma alérgica

La respuesta fisiologica del asma relacionada con la obstruccién de las vias aéreas
fue observada en los cobayos del modelo de asma alérgica expuestos al reto
antigénico con OVA, mientras que en los cobayos controles retados con SSF no se
presento respuesta. Para evaluar la reactividad de las vias aéreas, los cobayos del
modelo de asma alérgica y controles fueron sometidos a la exposicion de curvas
dosis-respuesta de histamina (0.01 mg/ml-0.32 mg/ml) antes y después de un reto
antigénico con OVA. El promedio de la diferencia entre los valores de la
concentracion de histamina a la cual los cobayos triplican el valor basal del indice
de broncoobstruccién, conocida como dosis provocativa 200 (DP20o), antes y
después del reto antigénico con OVA, permiti6 observar una disminucion
significativa del DP20o en los cobayos del modelo de asma alérgica en comparacion
con el grupo control (Fig. 15).
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Figura 15. Hiperreactividad de las vias aéreas en cobayos del modelo de asma alérgica.
Diferencia del valor DP20o antes de la exposicion antigénica con OVA, entre el valor de la DP2oo
después de la exposicién antigénica en respuesta a la curva dosis-respuesta de histamina. La barra
en color negro muestra una disminucion significativa del valor DP200 comparado con el valor obtenido
en el grupo control (barra blanca). Los valores corresponden al analisis de la media + el error
estandar. La linea punteada identifica el valor de hiperreactividad (por debajo de 1) y de
hiporreactividad (por arriba de 1) observados en ambos grupos, n = 6 cobayos por grupo. * p <0,05,
prueba t de Studen’t no pareada.
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2. Proteinas presentes en geles de electroforesis de una y dos dimensiones
de cobayos del modelo de asma alérgica

A partir de la diseccién de tejido traqueal correspondiente a tiras de MLT, epitelio de
las VA y lamina propia (LP) (Fig. 16A), las proteinas fueron extraidas y analizadas
a través de electroforesis de 1D, obteniendo bandas de proteinas con pesos
moleculares de 17-250 kDa, tanto de cobayos del modelo de asma alérgica como
cobayos del grupo control. Con la finalidad de analizar la concentracion optima de
las proteinas presentes en la muestra, los carriles 1y 2 fueron cargados con 15ug
de proteina, los carriles 3 y 4 con 30ug de proteina, mientras que los carriles 5y 6
correspondieron a los cargados con 50ug de proteina para cada grupo
experimental. Después de analizar la intensidad de las bandas obtenidas, se
seleccionaron aquellas bandas que presentaron una aparente diferencia de
expresion entre los grupos experimentales. Dichas bandas fueron seleccionadas e
identificadas con flechas en color rojo para los carriles de la concentracion de
proteina optima de 30ug (Fig.16B).
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Figura 16. Segmentos traqueales y bandas identificadas por electroforesis de una dimension
(1D). A. Segmento traqueal del tejido disectado con secciones delimitadas por lineas punteadas en
color rojo, correspondientes a epitelio (EP), lamina propia (LP) y MLT. B. Gel de electroforesis de
1D. Carril 1y 2 (15ug), carril 3 y 4 (30ug), carril 5 y 6 (50ug). Bandas marcadas con flechas rojas,
fueron cortadas y analizadas por espectrometria de masas en el sistema MALDI-TOF-TOF MS/MS.

Gel de poliacrilamida SDS/PAGE, n=6 cobayos por grupo, imagen tomada en ChemiDoc Imaging
Systems, Bio-Rad.
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De igual forma, las proteinas fueron analizadas por electroforesis de 2D, obteniendo
los mapas protedmicos para ambos grupos experimentales. El empalme de ambos
mapas (Fig. 17) permitio identificar un total de cincuenta y seis puntos. Como se
observa en la Fig. 17, los puntos pertenecientes a los numeros 1, 16, 17, 48 y 53
(sefalados en color verde) estuvieron ausentes en el grupo del modelo de asma
alérgica, pero presentes en el grupo control, mientras que, los puntos ausentes en
el grupo control, pero presentes en el grupo del modelo de asma alérgica,
correspondientes a los numeros 13, 21, 44, 46, 47, 51, 54, 55 y 56 fueron
identificados en color amarillo (Figura 17). De los cuarenta y dos puntos restantes,
dieciséis de ellos disminuyeron aparentemente su expresion en el grupo del modelo
de asma alérgica, correspondientes a los puntos 2, 8, 9, 10, 11, 15, 18, 20, 22, 23,
24, 25, 31, 32, 33 y 49 sefialados con numeros en color blanco (Fig. 17). Cinco
puntos correspondientes a los numeros 5, 6, 12, 39 y 45 en color rosa, disminuyeron
su expresion en el grupo control, mientras que veintiln puntos presentes en ambos
grupos correspondientes a los nameros 3, 4, 7, 14, 19, 26, 27, 28, 29, 30, 34, 35,
36, 37, 38, 40, 41, 42, 43, 50 y 52 no presentaron cambios de expresion (sefalados
con nameros en color azul) (Fig. 17).
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Figura 17. Andlisis de expresion de proteinas presentes en cobayos del modelo de asma
alérgica por electroforesis 2D. Superposicion de los mapas proteémicos de cobayos del modelo
de asma alérgica y control. 56 puntos totales fueron expresados en ambos geles. Tiras de gel
correspondientes a valores de pH=3-10. Geles SDS/PAGE 2D, n=6 cobayos por grupo, imagen
tomada en ChemiDoc Imaging Systems, Bio-Rad.
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3. Identificacién de proteinas en cobayos del modelo de asma alérgica por
espectrometria de masas a partir de geles de electroforesis 1Dy 2D

Después del analisis de los geles de electroforesis, se identificaron aquellas bandas
que a aparentemente presentaban una diferencia de expresion en la electroforesis
de 1D y aquellos puntos que eran constantes y representativos en los geles de
electroforesis de 2D de cobayos del grupo control y del modelo de asma alérgica
que presentaban una diferencia de intensidad. Dichas bandas y puntos fueron
cortados y analizados por espectrometria de masas (EM) en un sistema de MALDI-
TOF-TOF MS/MS. Lo anterior fue realizado con el fin de identificar el mayor nimero
posible de proteinas para ambos grupos. Se identificaron un total de 27 proteinas
después del analisis de espectrometria de masas. Estas proteinas identificadas se
presentan en el cuadro 2.

Cuadro 2. Proteinas identificadas en tejido traqueal de cobayos del modelo de asma alérgica.
*Valores separados por / corresponden al peso molecular de fragmentos peptidicos identificados por
EM.

Proteina Peso Molecular (kDa)
Actina a de musculo liso (ACTA2) 41.878
Actina B citoplasmatica (ACTB) 41.736
Actina y citoplasmatica de musculo liso (ACTG1) 41.746
Anexina A5 (ANXAS5) 35.877
Cadenas pesadas de miosina (MYH11) 227.53
Calmodulina like (CLML) 16.749
Colagena a-1 (COLA1L) 138.24
Desmina (DES) 53.681
E3 ubiquitin-proteina ligasa (NHLRC1) 57.531
Filamina A (FLNA) 280
Fosfolipasa secretora A2 Grupo |ID (PLAIIG4A) 17.617/8.96
Malato dehidrogenasa, citoplasmatica (MDH1) 36.287
Miosina 9 (MYH9) 226.593

Paraplegina (SPG7) 88.021/8.82
Peptidil-prolil cis-trans isomerasa A (PPIA) 17.744
Polipeptido N-acetilgalactosaminiltransferasa 18 (GALNT18) 69.418
Polipéptido regulador de la cadena ligera de miosina 9 (MYL9) 19.696/20
Precursor de proteina FAM3A (FAM3A) 25.316/8.68
Proteina adaptadora SH3 (SPIN90) 78.960/5.94
Proteina de anclaje a cinasa 3 (AKAP3) 93.285/6.12
Proteina fosfatasa tipo-1, subunidad dirigida al glucégeno

(RG1) 37/5
Proteina LIM de unién a actina 2 (ABLIM2) 64.634/8.49
Subunidad catalitica de proteina cinasa dependiente de DNA

(DNPK1) 485/7.69
Transgelina (TAGLN) 22.428
Transgelina SM22a (TAGLN22) 22.61
Tropomiosina alpha-1 (TPM1) 29/4.74
Tropomiosina beta (TPM2) 32.851/4.66
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4. Expresion de proteinas presentes en las vias aéreas de cobayos del modelo
de asma alérgica

Algunas de las proteinas identificadas por EM fueron posteriormente seleccionadas
y analizadas por medio de la técnica de Inmunohistoquimica (IHC) en tejido traqueal
e intrapulmonar a través de la identificacion con anticuerpos especificos
monoclonales para las proteinas MYH11, MYL9, ACTG1, ACTA2, ACTB, TAGLN,
FLNA y RG1. Lo anterior también permitio analizar su localizacion en las estructuras
de las VA y su expresion relativa a través de un andlisis de intensidad de marca
positiva obtenido en el programa de libre acceso ImageJ-Fiji.

4.1. Expresion y localizacion de las cadenas de miosina

4.1.1. Cadenas pesadas de miosina MYH11

Como se observa en la Fig. 18, el andlisis de IHC permiti6 identificar la localizacion
de la marca positiva de MYH11 en las estructuras de MLIn, MLT y la LP de los
cobayos de ambos grupos experimentales. Sin embargo, el analisis de expresion
relativa de la tincion para MYH11 por andlisis de pixeles obtenido en el programa
ImageJ-Fiji no mostr6 diferencias significativas (Fig. 18B, C, D).

4.1.2. Cadenas ligeras de miosina MYL9

El andlisis de IHC permiti6 identificar la localizacion de la tincion de la proteina MYL9
enel MLIny MLT (Fig. 19A), en donde se presentaron diferencias significativas entre
los grupos experimentales de cobayos del modelo de asma alérgica y del grupo
control. Por un lado, hubo un incremento significativo de la intensidad de tincién
para MYL9 en el MLIn (p<0.01) comparado con el grupo control (Fig. 19B), mientras
que, en el MLT, se identifico una disminucion significativa (p<0.05) de MYL9 en los
cobayos del modelo de asma alérgica en comparacion con el grupo control (Fig.
19C).
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Figura 18. Expresion de tincién relativa y localizacién de MYH11l en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincién por IHC para la proteina MYH11
en el MLIn, MLT (asterisco rojo) y LP (asterisco amarillo) en ambos grupos. B, C, D) No se observan
cambios significativos de la intensidad de tincion en MLIn, MLT y LP respectivamente, para el grupo
control (barra blanca) y modelo de asma alérgica (barra negra). Aumento 40X, t"Student no pareada,
p<0.05, n=5.
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Figura 19. Expresién de tincion relativa y localizacién de MYL9 en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincién positiva para la proteina MYL9
en el MLIn y MLT (asterisco rojo) en ambos grupos. B) Incremento significativo de la expresion de
tincién positiva para MYL9 en el MLIn (p<0.01). C) Disminucién significativa de la expresién de tincion
positiva en MLT (p<0.05). Para el grupo control (barra blanca) y modelo de asma alérgica (barra
negra). Aumento 40X, t"Student no pareada, n=5.

4.2. Expresion de isoformas de actina

4.2.1. Actina gamma citoplasméatica ACTG1

El andlisis de localizacion de la tincién positiva para la proteina ACTG1 permitio
identificarla en los tejidos de MLT, MLIn, epitelio y LP de cobayos del modelo de
asma alérgica y cobayos control (Fig. 20A). Ademas, el andlisis de expresiéon de
tincion positiva para ACTG1 mostré una disminucion significativa (p<0.01) para la
en el MLIn de cobayos del modelo de asma alérgica comparado con el grupo control
(Fig. 20B). Mientras que la intensidad de tincion para ACTG1 no mostré diferencias
entre los grupos en las estructuras del MLT, epitelio de las VA y LP de ningln grupo
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experimental (Fig. 20C, D, E). Finalmente, ACTG1 presento tincion positiva en
células polimorfonucleares y ciliadas del epitelio traqueal para ambos grupos (Fig.
20F).
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Figura 20. Expresion de tincidn relativa y localizacién de ACTG1 en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincion positiva para la proteina ACTG1
en MLIn y MLT (asterisco rojo), epitelio (asterisco amarillo) y LP (asterisco azul) en ambos grupos.
B) Disminucion significativa de la tincion positiva en el MLIn (p<0.01). C, D, E) Tincion positiva sin
diferencia significativas en MLT, LP vy epitelio. F) Identificacion de ACTG1l en células
polimorfonucleares y células ciliares del epitelio traqueal. Para el grupo control (barra blanca) y
modelo de asma alérgica (barra negra). Aumento 40X, t"Student no pareada, n=5.
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4.2.2. Actina beta citoplasmatica ACTB

La proteina ACTB también fue evaluada por medio de IHC. Las micrografias
pudieron localizar la tincion positiva para ACTB en el MLT, MLIn y epitelio
intrapulmonar de cobayos del modelo de asma alérgica y control (Fig. 21A). El
andlisis de expresion relativa de la tincion de ACTB identifico un incremento
significativo (p<0.01) en el MLIn (Fig. 21B) y MLT (p<0.05) (Fig. 21C) de cobayos
del modelo de asma alérgica comparado con el grupo control. Mientras que el
epitelio no mostré diferencias significativas (Fig. 21D).
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Figura 21. Expresién de tincién relativa y localizacion de ACTB en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincién positiva para la proteina ACTB
en MLIn y MLT (asterisco rojo) y epitelio intrapulmonar (asterisco verde) en ambos grupos. B)
Incremento significativo de la expresion de tincién positiva de ACTB en el MLIn (p<0.01). C)
Incremento significativo de la tincion positiva de ACTB en el MLT (p<0.05). D) No se presentan
diferencias significativas en el epitelio de las VA. Para el grupo control (barra blanca) y modelo de
asma alérgica (barra negra). Aumento 40X, t"Student no pareada, n=5.
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4.2.3. Actina alfa de musculo liso ACTA2

El andlisis de IHC de la proteina ACTA2 permitié localizar la tincién positiva en el
MLT y MLIn, tanto del grupo del modelo de asma alérgica como del grupo control
(Fig. 22A). El analisis de expresion relativa para la tincion de ACTA2 en el programa
ImajeJ-Fiji mostrd un incremento significativo (p<0.01) en el MLIn de cobayos del
modelo de asma alérgica comparado con el grupo control (Fig. 22B). Mientras que
en el MLT no se observaron diferencias significativas (Fig. 22C).
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Figura 22. Expresién de tincién relativa y localizacién de ACTA2 en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacién de la tincién positiva para la proteina ACTA2
en MLIny MLT (asterisco amarillo) en ambos grupos. B) Incremento significativo de la tincion positiva
en el MLIn de cobayos del modelo de asma alérgica (p<0.01). C) No se presentan diferencias
significativas para la marca positiva en MLT. Para el grupo control (barra blanca) y modelo de asma
alérgica (barra negra). Cromégeno: DAB, aumento 40X, t"Student no pareada, n=5.

4.3. Proteinas asociadas a los filamentos de actinay miosina

Por medio de la EM se identificaron diversas proteinas encargadas de la activacion,
polimerizacion, estabilizacion y reticulacion de los filamentos de actina (Gallant et
al.,, 2011). Por lo anterior, se seleccionaron algunas de las proteinas que
interaccionan directamente con los filamentos de actina durante la contraccién para
ser analizadas por IHC.
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4.3.1. Filamina A (FLNA)

La localizacion de la tincion para la proteina filamina A (FLNA) mediante IHC fue
identificada en el MLIn, MLT y LP de cobayos del modelo de asma alérgica y grupo
control (Fig. 23A). Sin embargo, solo se observé un incremento significativo para la
tincion positiva de FLNA en el MLT (Fig. 23C) y en la LP (Fig. 23D) (p<0.01) de
cobayos del modelo de asma alérgica comparado con el grupo control.
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Figura 23. Expresion de tincién relativa y localizacién de FLNA en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincién positiva para la proteina FLNA
en MLIn y MLT (asterisco rojo) y en la LP traqueal (asterisco azul) en ambos grupos. B) Expresién
de la tincion positiva en el MLIn. C) Incremento significativo (p<0.01) para la tincién positiva en MLT
de cobayos del modelo de asma alérgica. D) Incremento significativo (p<0.01) en LP de cobayos del
modelo de asma alérgica. Para el grupo control (barra blanca) y modelo de asma alérgica (barra
negra). Aumento 40X, t"Student no pareada, n=5
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4.3.2. Transgelina (TAGLN)

La proteina TAGLN también fue evaluada mediante IHC, en donde se pudo
identificar su localizacion en el MLT y en MLIn, tanto de cobayos del modelo de
asma alérgica como del grupo control (Fig. 24A). Sin embargo, el analisis de tincién
relativa no reveld cambios significativos para la intensidad de marca de TAGLN en
ninguna de las estructuras de musculo liso en donde fue localizada (Fig. 24B, 24C).
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Figura 24. Expresion de tincién relativa y localizacion de TAGLN en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincién positiva para la proteina TAGLN
en MLIn y MLT (asterisco rojo) en ambos grupos. B y C) Expresion de la tincion positiva en el MLIn
y MLT respectivamente, en donde no se presentan diferencias significativas para la intensidad de
marca de ambos grupos experimentales. Para el grupo control (barra blanca) y modelo de asma
alérgica (barra negra). Aumento 40X, t"Student no pareada p<0.05, n=5
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4.3.3. Subunidad reguladora de la fosfatasa 1 dirigida al glucégeno (RG1)

El andlisis para la localizacion por IHC de la proteina RG1 permiti6 identificarla en
las estructuras de MLIn, MLT y LP de cobayos pertenecientes al grupo control y
grupo del modelo de asma alérgica (Fig. 25A). El analisis en el programa ImageJ-
Fiji identifico un incremento significativo (p<0.01) para la intensidad de tincién
positiva de RG1 en el MLIn, MLT, y LP de cobayos del modelo de asma alérgica
comparado con el grupo control (Fig. 25B, 25C, 25D).
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Figura 25. Expresion de tincién relativa y localizacion de RG1 en tejido traqueal e
intrapulmonar. A) Micrografias muestran localizacion de la tincion positiva para la proteina en MLIn
y MLT (asterisco rojo) y LP (asterisco azul) en ambos grupos. B) Incremento significativo de la
intensidad de tincién positiva (p<0.01) en el MLIn de cobayos del modelo de asma alérgica. C)
Incremento significativo de la intensidad de tincién positiva (p<0.01) en el MLT de cobayos del
modelo de asma alérgica. D) Incremento significativo de la intensidad de tincién positiva (p<0.01) en
la LP de cobayos del modelo de asma alérgica. Para el grupo control (barra blanca) y modelo de
asma alérgica (barra negra). Aumento 40X, t"Student no pareada, n=>5.
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5. Interaccion y expresion de proteinas presentes en MLVA de cobayos del
modelo de asma alérgica

El andlisis de la presencia y expresion diferenciada por IHC de las proteinas
presentes en el grupo del modelo de asma alérgica, permitié analizar més a fondo
el posible comportamiento biologico de las proteinas identificadas en el MLIn. Lo
anterior se realizo con el objetivo de dilucidar el papel de las principales proteinas
de la maquinaria contractil y su posible relacion con la presencia o incremento de la
contraccion en el asma alérgica.

Como se observa en la Fig. 26, a partir de un analisis realizado en el software de la
plataforma de libre acceso STRING: Functional protein association networks, se
desarrollaron dos interactomas con base en la expresion de las proteinas analizadas
por IHC, correspondientes a MYH11, MYL9, ACTA2, ACTB, ATG1, FLNA, TAGLN
y RG1, asi como con las proteinas que se han identificado dentro de las
investigaciones realizadas en nuestro grupo de trabajo para el MLVA. Dichas
proteinas correspondieron a la cinasa asociada a la proteina Rho, en sus isoformas
1y 2 (ROCK1y ROCK2 respectivamente), la subunidad reguladora de la fosfatasa
de miosina 1 de 130 kDa (MYPT1) y sus formas fosforiladas en Thr-696 (MYPT1-
Thr696) y Thr-850 (MYPT1-Thr850), ATPasa-2b del reticulo sarcopldsmico
(SERCAZ2D), caveolina 1 (CAV1), integrina B1 (ITGB1), paxilina (PXN), talina
(TLN1), cinasa ligada a integrinas (ILK), TGF-B1 (TGFB1), interleucina 13 (IL3),
receptor de histamina 1 (HRH1), cavina 1 (CAVIN1), cavina 2 (CAVIN2) y cavina 3
(CAVIN). Todas las proteinas antes mencionadas y las analizadas en la presente
tesis fueron identificadas en el MLT (Fig. 26A), mientras que sOlo las proteinas
MYH11, MYL9, ACTA2, ACTB, ATG1, FLNA, TAGLN, RG1, ROCK1, ROCK2,
MYPT1, MYPT1-696, MYPT1-850, SERCA2b, CAV1, CAVIN1, CAVIN2 y CAVIN3
fueron identificadas en el MLIn (Fig. 26B). En el andlisis de ambos interactomas, las
proteinas fueron identificadas con circulos de diferente color correspondiente al
comportamiento observado de expresion en el MLVA. Los circulos en color rojo
corresponden a las proteinas que incrementan su expresion en el modelo de asma
alérgica, los circulos en color amarillo identifican a las proteinas que no presentaron
cambios entre los grupos de cobayos del modelo de asma alérgica y control,
mientras que los circulos en color azul pertenecen a aquellas proteinas que
disminuyen su expresion en el modelo de asma alérgica (Fig.26).

Ambos interactomas obtenidos presentaron valores para la probabilidad de
interaccion multiple significativos, (p<0.05), con un valor de enriquecimiento de <1.1
x10%, lo que hace referencia a que presentan un alto porcentaje de confianza de
interaccion. Ademas, el numero de interacciones entre las proteinas fue mas alto al
esperado dentro de un conjunto aleatorio de proteinas con el mismo grado de
distribucion extraidas del genoma. Es decir, el enriqguecimiento de las interacciones
indica que las proteinas estan al menos parcialmente conectadas biolégicamente
como un grupo de interaccion.
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Figura 26. Interaccién de proteinas de la maquinaria contractil presente en el MLVA de
cobayos del modelo de asma alérgica. Proteinas identificadas en el MLVA de cobayos del modelo
de asma alérgica. A) Proteoma-interactoma MLT. B) Proteoma-interactoma MLIn. Para ambos
interactomas: circulos rojos: proteinas que incrementan su expresion, circulos amarillos: proteinas
que no presentan cambios en comparacion con el control y circulos azules: proteinas que disminuyen

su expresion.

Functional protein association networks, 2023.

Interactoma realizado con base en los datos obtenidos por el programa STRING:
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DISCUSION

El asma es una enfermedad heterogénea que puede ser desencadenada por
diversos factores genéticos y ambientales (GINA, 2023). Una de las caracteristicas
mas importantes del asma es la HVA (Cockcroft y Davis, 2016). Actualmente,
entender el funcionamiento de los principales mecanismos de sefalizacién
implicados en la HVA, tales como la contraccion del MLVA, el inicio y desarrollo de
la remodelacion de las VA, asi como la influencia del epitelio de las VA en éstos
procesos, sigue siendo un reto para la fisiologia, la biologia celular y molecular
(Chapman e Irvin, 2016). Sin embargo, los modelos animales han resultado utiles
para dilucidar procesos importantes dentro de las caracteristicas de la enfermedad
(McGovern, 2014).

En estudios anteriores realizados por nuestro grupo de trabajo, se demostré que un
modelo de asma alérgica en cobayo presentaba muchas de las caracteristicas
observadas en los pacientes con asma, incluyendo la HVA (Bazan-Perkins et al.,
2009). Por lo anterior, en la presente tesis, se desarrollé el modelo de asma alérgica
en cobayo a partir de la exposicion alérgica a la OVA propuesto por Bazan-Perkins
y colaboradores en 2009. Ademés de identificar la respuesta obstructiva en los
cobayos, se evaluo la reactividad de las VA a través de curvas de histamina (Bazan-
Perkins et al., 2009).

Tal como se observa en el previo estudio de Bazan-Perkins y colaboradores en
2009, y en algunos otros, como el andlisis realizado por Alvarez-Santos en 2015,
nuestros cobayos del modelo de asma alérgica presentaron un incremento de la
bronco-obstruccién de las VA y, ademas, incrementaron significativamente su valor
de HVA comparado con el grupo control, por lo que se considero a los cobayos del
modelo de asma alérgica hiperreactores. Debido a que el componente principal de
la HVA es el incremento de la contraccion del MLVA, podriamos sugerir que el
aumento de la HVA se encuentra directamente relacionado con un cambio directo
en el mecanismo de la contraccién del MLVA. Por lo anterior, la comprensiéon de la
fisiologia y la patologia del asma alérgica, podria no solo incluir la identificacion y el
analisis de expresion e interaccion de una proteina, sino de todo un conjunto de
proteinas indispensables para el funcionamiento de la maquinaria contrctil.

La identificacion por EM en sistemas MALDI-TOF-TOF ha resultado indispensable
para el analisis de la expresion e identificacion de proteinas en diversas
enfermedades a partir de mapas protedmicos. Sin embargo, es necesario idear
técnicas aun mas especificas que permitan extrapolar los resultados obtenidos
hacia la realidad biologica que se presenta en los tejidos y células (Wodak et al.,
2009). Por lo anterior, a partir de un analisis electroforético de 1D y 2D del tejido
traqueal de cobayos del modelo de asma alérgica y del grupo control, se determin6
por EM, la presencia de algunas proteinas observadas en los geles de
electroforesis, identificando 27 proteinas totales. Del total de proteinas identificadas,
se seleccionaron 8 proteinas para ser analizadas por IHC involucradas ampliamente
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tanto en el mecanismo de contraccibn como con la transmision de la fuerza
contractil, correspondientes a MYH11, MYL9, ACTG1, ACTB, ACTA2, FLNA,
TAGLN y RGL1.

La inmunotincion para la proteina MYH11 permitié localizarla en las estructuras
correspondientes al MLT, MLIn y en la LP para ambos grupos, en donde no se
presentaron diferencias significativas de expresion. El gen MYH11 codifica para
todas las isoformas de cadenas pesadas de miosina involucradas en el mecanismo
de contraccion en diversos tipos de células musculares lisas, incluyendo el MLVA.
Las diferentes isoformas de MYH11 interaccionan con los filamentos de actina
dando paso a la contraccién del musculo liso (Issouf et. al., 2018). Diversas
investigaciones se han dado a la tarea de evaluar el papel de MYH11 relacionado
con la expresion y polimerizacion de filamentos gruesos, identificando un
comportamiento diferente de la proteina en el mecanismo de contraccion
aparentemente dependiente del tejido que se analice (Kuang et al., 2012).
Léguillette y col., en el afio 2009 evaluaron la expresion de las subunidades de
MYH11 en células de MLVA de biopsias bronquiales pertenecientes a pacientes con
asma, en donde identificaron un incremento del ARNm de la proteina y su
correlacién positiva con el incremento de la velocidad de acortamiento del MLVA.
Ademas, se reportd por IHC un incremento de la expresiéon de MYH11 en el asma
(Léguillette et al. 2009). Por otro lado, la polimerizacion de filamentos gruesos de
miosina suele presentarse a partir de la sintesis de novo de la miosina y de la
asociacion de monomeros presentes en reservorios dentro del espacio intracelular
del miocito. Lo anterior es activado inmediatamente al inicio del mecanismo de
contraccion. Una vez que la célula muscular es contraida, generalmente los
filamentos de miosina suelen acortarse induciendo una disminucién aparente de la
proteina MYH11 (Wang et al., 2021). Cuando el MLVA se relaja, los filamentos de
miosina suelen incrementar debido a la distencion que se presenta en la célula
muscular, en donde la expresion de la miosina regresa a los niveles basales (Kuo
et al.,, 2001; Wang et al., 2021). En nuestro analisis no identificamos diferencias
significativas para la expresion de MYH11 en el MLIn ni en el MLT, lo que podria
sugerir en primera instancia, que el aumento de la expresion de MYH11l no
necesariamente se relacione con el incremento de la contraccion sostenida en el
asma alérgica. Ademas de lo anterior, se ha identificado que, el mantenimiento de
la contraccion por interaccion de los filamentos de acto-miosina suele ser el
detonante de multiples procesos celulares relacionados con la tension mecanica
gue pueden desencadenar la rigidez sostenida en el MLVA (Gunst, 2003).

Uno de los resultados mayormente relevantes fue la localizacion de MYH11 en la
LP traqueal, en donde la expresion de la tincidbn positiva tampoco presento
diferencias significativas. A pesar de lo anterior, es la primera vez que se observa
la localizacion de MYH11 fuera de la célula del MLVA. En reportes previos, se ha
identificado a diversos componentes del citoesqueleto, incluyendo a la miosina, en
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el espacio extracelular, localizados en estructuras conocidas como exosomas (Dai
et al., 2020).

Los exosomas son un conjunto de vesiculas formadas intracelularmente rodeadas
por un fragmento de membrana plasmética. Estos exosomas pueden ser producto
de la madurez previa de los llamados cuerpos multivesiculares (CMV), los cuales
pueden regular la captacion de diferentes materiales biolégicos, incluidas las
proteinas, con el fin de liberarlos hacia el espacio extracelular. Dentro de las
proteinas presentes en los CMV se encuentran diferentes componentes
intramembranales procedentes de la formacion de endosomas, tales como las
integrinas, asi como componentes del citoesqueleto, actinas y miosinas (Dai et al.,
2020). Segun la base de datos proporcionada por Rouillard et al., 2016, existen
aproximadamente 2629 proteinas localizadas en vesiculas exosomales
extracelulares, dentro de las que se encuentran las subunidades de MYH11. En el
afio 2014, Kwatrtler y colaboradores reportaron que la sobreexpresion de MYH11 en
musculo liso vascular inducido por el incremento de la contraccion generaba un
mecanismo de respuesta al estrés del reticulo sarcoplasmico, en donde la
necesidad de degradar a MYH11 conllevaba a la activacion de una via de
sefalizacion encargada de la expulsion exosomal de la proteina en el miocito. Lo
anterior podria ser un ejemplo para explicar la localizacion de MYH11, en donde el
incremento de componentes del citoesqueleto producto del aumento de la
contraccion, genere una respuesta en el MLT, que pueda liberar a la MYH11 hacia
el espacio de la LP traqueal por medio de exosomas. De igual forma, la presencia
de MYH11 en la LP podria ser mediada no solo por la secrecion exosomal por parte
del MLT, sino por la liberacién dependiente del epitelio de las VA y de células
fribloblasticas. Diversas investigaciones han reportado que, en ratones con asma,
incrementa el nimero de vesiculas extracelulares provenientes del epitelio
comparadas con ratones sanos (Mohan et al., 2020). De igual forma, Gupta y col.,
en 2019 reportaron que las células epiteliales traqueo-bronquiales humanas con
asma incrementan la secrecién y captacion de endosomas y exosomas, generando
a su vez, un incremento de la patologia de la enfermedad a través de un mayor
depdsito de mucina y remodelacién de las VA. Por otro lado, los fibroblastos
incrementan la secrecion de exosomas en el asma, los cuales presentan
componentes relacionados con la diferenciacion hacia células de MLVA, lo que da
paso a la liberacion de componentes esenciales del citoesqueleto (Cafias et al.,
2019). Todo lo anterior, identifica un nuevo paradigma para la localizacion de
MYH11 en el tejido traqueal, ademas de demostrar que, el comportamiento de
algunas de las proteinas en tejido traqueal y en tejido intrapulmonar, aparentemente
es distinto.

En cuanto a la proteina MYL9, la inmunotincion permitio observarla solo en el MLT
y MLIn. Sin embargo, el comportamiento de expresion fue diferente en ambos
musculos lisos, ya que incrementd en el MLin, mientras que en el MLT se observo
una disminucién. ElI gen MYL9 es aquel que codifica a las cadenas ligeras de
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miosina en el MLVA. La cadena ligera de miosina se fosforila durante el mecanismo
de contraccién activando el acortamiento del MLVA (Higashihara et al., 2008). En
diferentes estudios en modelos animales que desarrollan asma, como el ratén, han
identificado un incremento de MYL9 en pulmones expuestos a la sensibilizacion con
OVA, incremento que también correlaciona con el aumento de la contraccion del
MLVA (Song et al., 2023). Lo anterior podria estar sucediendo en nuestro modelo
de asma alérgica, en donde el incremento de la expresion de MYL9 en el MLIn
pueda estar aumentando la contraccidn muscular. Sin embargo, esto no sucederia
en MLT, ya que, contrario al MLIn, se observa una disminucion significativa para la
tincion positiva de MYL9. Algunos investigadores han reportado que, la disminucién
de MYL9 en el MLVA correlaciona directamente con la disminucién de la contraccion
y de otros mecanismos tales como la proliferacion y migracion de las células
musculares (Xu, 2011). EI MLT es considerado un musculo que pude presentar
contraccion a partir de mecanismos de exposicion a agentes contractiles en un
ambiente ex vivo, sin embargo, en ambientes in vivo, no se han identificado
alteraciones relacionadas con el desarrollo del asma, caracteristicas que si se
observan en el MLIn. Lo anterior propone que el MLT es un musculo que no suele
presentar contraccion en respuesta al mecanismo de bronco-obstruccién en el
asma, ya que no presenta inflamaciéon (Xiong et al., 2022). Esto sugeriria un papel
intrascendente para el MLT en la respuesta del asma alérgica in vivo, pero resalta
el interés de analizar los mecanismos que estarian siendo activados durante la
disminucioén de MYLO.

1. Isoformas de actina

En las células humanas se expresan seis isoformas de actina correspondientes a la
actina a-cardiaca (ACTC1), a-esquelética (ACTA1), a-de musculo liso (ACTA2), y-
entérica (ACTG2), B-citoplasmatica (ACTB) y y-citoplasmatica (ACTG1), siendo las
actinas citoplasmaticas marcadores importantes de las células proliferantes
(Drummond and Friderici, 2013). Dada la importancia de las actinas en el
mecanismo de contraccion, se decidio evaluar a través de IHC a las actinas
previamente identificadas por EM.

La inmunotincion para la actina ACTG1 permitid identificarla en las estructuras de
MLIn, MLT, LP y epitelio de las VA de ambos grupos experimentales, identificando
una disminucién significativa de expresion de tincién en el MLIn. Ademéas, ACTG1
puedo ser identificada en células ciliadas epiteliales traqueales, asi como en células
polimorfonucleares. La proteina ACTG1 también es conocida como una isoforma de
actina no muscular implicada en la activacion de la motilidad y adhesion celular. En
diversas investigaciones, se ha observado que la ACTG1l disminuye
aproximadamente entre un 30-40% su expresion cuando se activa un evento de
contraccion del musculo liso (Zhang and Gunst, 2008). Dicha disminucion abrupta
de ACTGL1 induce a su vez, un aumento en la fosforilacion de las cadenas ligeras
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de miosina a través de la activacion de la via de la cinasa asociada a Rho (ROCK),
enzima que se ha relacionado con la inhibicion directa de la MLCP y con la
fosforilacion de la MLC20; ademas de la inhibiciébn de la migracién y polaridad
celular (Shum et al., 2011). Por lo anterior, la disminucion de ACTG1 observada en
el MLIn en el asma alérgica podria sugerir que es resultado de la activacion de la
contraccion. A su vez, dicha disminucién de ACTG1, podria estar induciendo el
incremento en la activacion de las vias de sefalizacién que intervienen con la
inhibicién del mecanismo de relajacion muscular y con el aumento de la contraccion
en el asma alérgica. Por otro lado, la localizacion de ACTG1 en células epiteliales
ha sido reportada como parte de los principales genes del transcriptoma
indispensables para el funcionamiento celular, tanto para la estructura celular como
para la adhesién epitelial (Hackett et al., 2012). Por lo anterior, no es de extrafieza
su localizacion en el epitelio del MLIn y MLT. Incluso, varios estudios han
identificado a ACTG1 como componente importante para las uniones estrechas de
la barrera epitelial (Ivanov et al., 2022). Ademas, la identificacion mas precisa de
ACTGL1 en las células ciliadas del epitelio traqueal, puede referirse a la participacion
de la proteina durante el mecanismo locomotor ciliar, puesto que lo anterior ha sido
observado en investigaciones previas, como la realizada por Chhin y col., en el afio
2008.

Por otro lado, la localizacion extracelular de ACTG1, es un dato que previamente se
ha observado en varios tipos celulares y diversas enfermedades. Un ejemplo de lo
anterior, es lo reportado en fibroblastos y células dafiadas principalmente por los
llamados patrones moleculares asociados a dafio (DAMPs por “Damage Associated
Molecular Pattern), en donde el estrés celular y la activacion de apoptosis, conlleva
a las células a implementar mecanismos de respuesta que expulsan proteinas de
manera soluble al espacio extracelular, incluida ACTG1 (Garg et al., 2011; Denning
and Fulton, 1988). Igualmente se ha informado que no solo las células dafiadas,
sino también las células sanas pueden liberar actinas hacia el espacio extracelular
con el fin de interaccionar con componentes de MEC, a través de la unién a
proteinas que posibilitan el trafico transmembranal, tal como sucede en algunas vias
de localizacion “no candnica” de las actinas hacia el nucleo celular (Smalheiser,
1996; Accinni et al, 1983). Esta presencia de actinas “solubles” o “libres” que
interaccionan con la MEC, ha sido reportada para las células de musculo liso, en
donde se han encontrado localizadas entre filamentos de fibras elasticas y
fibronectina (Sudakov et al., 2017). Todo lo anterior, podria explicar la localizacion
de ACTGL1 en la LP de la traguea en el asma alérgica, sin embargo, la funcién que
desempenfiaria sigue siendo incierta, dando paso a la necesidad de un mayor
enfoque de investigacion. Tampoco se descarta que ACTG1 sea expulsada por
medio de exosomas al espacio extracelular, ya que, al igual que MHY11, ACTG1
también se encuentra dentro de las proteinas que se internalizan en estas
estructuras de liberacion (Rouillard et al., 2016).
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Finalmente, la marca positiva de ACTG1 en células polimorfonucleares del tejido
traqueal, podria deberse al papel relevante de la proteina en el mecanismo de
migracion, pues se ha informado que, en éstas células del sistema inmunoldgico,
ATG1 es importante para la movilidad y migracién celular (Kobayashi and DelLeo,
2009).

Con relacion a la proteina ACTB, la inmunotincidon permitié localizarla en las
estructuras de MLT, MLIn y epitelio de las VA en ambos grupos experimentales. En
donde, ademas, se observo un incremento significativo de la intensidad de tincion
en el MLT y MLIn de cobayos del modelo de asma alérgica comparado con el grupo
control. La actina no muscular citoplasmatica, ACTB, es una proteina que presenta
relacion con funciones celulares de crecimiento, division, motilidad, respuesta
inmune, expresion génica, y formacion del citoesqueleto en las células del masculo
liso. La presencia de ACTB ha sido ampliamente relacionada con el incremento de
la proliferacién celular en diferentes tipos de cancer, incluyendo el cancer de
pulmén, asi como al aumento de la formacion de fibras de actina contractil, de
adhesiones focales y al incremento de la actividad de las cadenas de miosina
(Suresh and Diaz, 2021). La localizacién celular de la red de actina citoplasmaética,
incluyendo ACTB, se encuentra presente en la interfaz de la membrana plasméatica
y el citoesqueleto, siendo de vital importancia para las interacciones dadas entre
célula-célula y célula-MEC (Rao et al., 2012).

En el MLVA, ACTB forma una red de actina submembranosa o también llamada
actina cortical, importante para conferir rigidez y plasticidad en respuesta a los
estimulos externos y mecanicos (Zhang and Gunst, 2008). Lo anterior genera un
aumento del montaje de todos los componentes participes en la formacién de las
adhesiones focales, estimulando la formacién de fibras de actina, permitiendo una
transmision de la fuerza generada por los componentes de la contraccidon de acto-
miosina hacia la MEC (Zhang and Gunst, 2008). Tal como se observa en el presente
analisis, ACTB incrementa en cobayos del modelo de asma alérgica, lo que sugiere
un aumento de la expresion de adhesiones focales y redes de filamentos de actina
submembranales, que posiblemente confieran al MLVA una mayor rigidez durante
y después del evento de contraccidn que se presenta en el asma alérgica.

En el afio 2003, Gunst y Fredberg mencionaban acerca de un modelo celular para
el MLVA conocido como “frio-caliente-frio” (por “cold-hot-cold”) en donde se propone
que, la célula puede pasar de un estado “frio” a un estado caliente una vez que se
genera la sefial para el montaje de los componentes de la maquinaria contractil en
el citoesqueleto que induce la contraccion del MLVA. En el punto “caliente” de la
célula, ademas del complejo de contraccion presente en el citoesqueleto, se da paso
a la formacién de los complejos de adhesomas, incluyendo la expresion de
filamentos de actina cortical, principalmente formados por monémeros de ACTB. Lo
anterior confiere un incremento de la rigidez del MLVA y por consiguiente una mayor
fuerza contractil. Después de que los componentes de acto-miosina interrumpen su

interaccion, la célula pasa de nuevo a un estado “frio” pero no basal, debido a que
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los componentes submembranales y de adhesomas pueden seguir coexistiendo a
pesar de que en el citoesqueleto no se presente activacion (Gunst y Fredberg,
2003). Lo anterior, sugiere que dichos complejos de adhesomas podrian ser los
culpables de que la célula no llegue a un pronto estado de relajacion, mecanismo
que podria estar presente en nuestro modelo de asma alérgica, en donde el
incremento de actina cortical por filamentogénesis de ACTB, pudiera conferir a la
célula del MLVA un estado tenso y rigido que impida una pronta relajacién muscular
en el asma alérgica.

En cuanto a la presencia de ACTB en el epitelio, varios reportes han identificado a
la proteina como indispensable en la formacion y mantenimiento de uniones
adherentes de la barrera epitelial (lvanov et al., 2022). Lo anterior ha sido observado
en células epiteliales bronquiales pertenecientes al MLIn de pacientes con asma, tal
como se presenta en nuestros datos obtenidos por IHC.

Por otro lado, ACTA2 es una actina presente en el masculo liso, a la cual se le ha
relacionado con una funcion importante en el mecanismo de contraccion de las
células musculares lisas y de miofibroblastos (Suresh and Diaz, 2021). Como se
puede observar en los resultados de esta tesis, la proteina ACTA2 se localiz6 en el
MLT y MLIn der ambos grupos experimentales, ademas de incrementar su
expresion en el MLIn de cobayos del modelo de asma alérgica. Ichikawa y col. en
2019, describieron a ACTA2 como un marcador importante para el incremento de la
contraccion y la remodelacion irreversible de las VA en el asma grave (Ichikawa et
al., 2019). Ademas de lo anterior, se ha demostrado que ACTAZ tiene relacién con
el aumento de la diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos en el asma,
incrementando a su vez el depdsito de MEC, principalmente colagena (Liu et al.,
2018; Ng et al., 2019), proteina que también fue identificada por EM. Por lo anterior,
el incremento de ACTA2 sugiere un incremento de la flamentogénesis de actina del
citoesqueleto durante el evento de contraccion, lo que podria incrementar a su vez
la interaccion con los filamentos gruesos de miosina, lo que también explicaria,
como se menciond anteriormente, el incremento de MYL9 en el asma. Ademas, la
relacion que pudiese tener ACTA2 con la expresion de la colagena de la MEC,
podria dilucidar una posible participacién como marcador importante del inicio de la
remodelacion del MLVA. De igual forma, identificar el marcaje positivo de ACTA2
en fibroblastos podria abrir el estudio de su papel dentro del mecanismo de
transicion epitelio mesénquima en el asma alérgica.

2. Proteinas relacionadas con la regulacion de actinas y miosinas en el
asma alérgica

Ademas de evaluar a las principales proteinas que interaccionan en el citoesqueleto,
decidimos analizar algunas otras relacionadas con la interaccion de filamentos de
actina y miosina, asi como las relacionadas con la regulacion de la relajacion. En
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primera instancia, se caracterizé la localizacion y expresion de tincion de la proteina
FLNA.

FLNA fue localizada en las estructuras de MLIn, MLT y LP de cobayos del modelo
de asma alérgica y cobayos control, en donde se observé un incremento significativo
en el MLT y LP de cobayos del modelo de asma alérgica. La FLNA es una proteina
encargada de la reticulacion de los filamentos de actina, ademas de participar como
andamiaje de diversas proteinas de sefializacion transmembranal, importantes para
la morfologia celular, adhesion a MEC, migracion celular, asi como para la deteccion
y transmision de la fuerza mecéanica proveniente de la interaccion de acto-miosina
en el citoesqueleto (lwamoto et al., 2018; Razinia et al., 2012). Por lo anterior, el
incremento de FLNA presente en el MLT, podria tener un papel importante en la
estabilizacion y reticulacion de los filamentos de actina, principalmente de ACTB y
ACTA2, ya que son los que se observan aumentados en el asma alérgica,
permitiendo que la transmision de la fuerza contractii pueda estar siendo
incrementada.

FLNA puede estar localizada principalmente en los complejos de adhesomas,
aunque también puede interactuar con otras proteinas de la MEC. Incluso, algunas
investigaciones han reportado que FLNA presenta regiones estructurales que le
permiten no solo ser parte de los adhesomas, sino encontrarse de forma
intramenbranal, puesto que el extremo C-terminal de la proteina ha sido identificado
en el espacio extracelular de algunos tipos celulares (Bachmann et al., 2006). De
igual forma, se ha reportado que los dominios RGD de FLNA, que son aquellos
dominios que interaccionan directamente con algunas proteinas de MEC, tal como
las fibras de colagena, fibronectina y las interinas, pueden encontrarse posicionados
en el espacio extracelular presentado una interaccion directa (Bachmann et al.,
2006).

En el afio 2016, como parte del estudio de nuestro grupo de trabajo, Alvarez-Santos
y col., reportaron que las integrinas, principalmente la integrina 31, es cortada a
través de un mecanismo conocido como “shedding”, en donde, tanto los segmentos
intracelulares como extracelulares de la integrina, son liberados de forma soluble al
espacio extracelular (Alvarez-Santos et al., 2016). Por lo anterior, no se descarta
que la interaccion entre FLNA con la integrina 1, genere un mecanismo de
shedding, en donde FLNA sea “acarreada” por parte de la integrina B1 de forma
soluble. Ademas de lo anterior, se ha reportado la asociacion de FLNA con la
inhibicién de algunas metaloproteinasas, proteinas encargadas de “cortar” a las
integrinas, incluida integrina B1, tales como MMP2. Dicha asociacion involucra
directamente a FLNA con la activacion del inhibidor TIMP2, el cual, a su vez, se
encarga de regular negativamente a MMP2 (Baldassarre et al., 2012). En un estudio
realizado también en nuestro grupo de trabajo, se sugirié que, en suero de pacientes
con asma, la actividad de MMP2 podria estar disminuida impidiendo la expresién
soluble de algunas integrinas (Téllez-Jiménez, 2017), por lo que tampoco se
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descarta que el incremento de la FLNA en la LP pueda ser la responsable de dicha
inactivacion de MMP2.

No es la primera vez que FLNA se observa fuera de la célula, ya que dicha
localizacion se ha reportado para algunos casos de cancer de pulmon
(Gachechiladze et al., 2016). A pesar de lo anterior, aun no queda claro el
mecanismo por el cual pueda presentarse de forma “soluble” en el espacio
extracelular. Ademas, no se descarta que FLNA pueda ser liberada hacia el espacio
extracelular por medio de exosomas, tal como sucede con MYH11 y ACTG1, puesto
que la proteina también se ha reportado dentro de éstas estructuras (Rouillard et
al., 2016).

Otra de las proteinas analizadas por IHC, fue la proteina TAGLN. Las
inmunotinciones identificaron a TAGLN en el MLIn y MLT tanto en cobayos del
modelo de asma alérgica como en cobayos del grupo control. Sin embargo, no se
identificaron diferencias de expresion en ningln grupo experimental. La proteina
TAGLN, al igual que FLNA, juega un papel importante en la unién y reticulacion de
los filamentos de actina, mediando el montaje de otras proteinas de union a actina
(Jo et al., 2018). Principalmente en el asma, se ha identificado que TAGLN aumenta
su expresién en biopsias bronquiales de pacientes con asma leve, incrementando
a su vez la remodelacion de filamentos de actina y la HVA (Léguillette et al., 2009).
Incluso, se ha observado que transgelina aumenta en el MLVA después del
incremento de otras proteinas como tropomiosina y desmina (Yin et al., 2018; 2019),
proteinas que también fueron identificadas por EM y que también han sido
relacionadas con la interaccidn con los filamentos de actina. Sin embargo, nuestro
estudio no identificd diferencias significativas para TGLN en el asma alérgica.
Contrario, a lo antes mencionado, los mismos estudios realizados por Yin y col. en
los afios 2018-2019, también demuestran el papel de TAGLN como inactivador de
la via de sefalizacion de RhoA-ROCK-MYPTL1, lo que da paso a la activacion de la
MLCP, incrementando la relajaciéon del MLVA. Lo anterior demuestra el papel
controversial de TGLN dentro del mecanismo de contraccion del MLVA en el asma,
qgue si bien, en nuestro modelo de asma alérgica no podria ser relevante, abre la
posibilidad del estudio y comportamiento de las proteinas identificadas que
interaccionan directamente con TGLN, tales como tropomiosina y desmina.

Finalmente, el analisis realizado para la proteina RG1, mostré su localizacion en el
MLIn, MLT y LP de ambos grupos experimentales, en donde se vio incrementada
en todas las estructuras de cobayos del modelo de asma alérgica. La proteina RG1
es conocida como una de las subunidades reguladoras de la proteina fosfatasa
PP1c (Zhao and Lee, 1997) que dirige su actividad hacia la regulacién de la sintesis
el glucogeno en el muasculo liso (Graham et al., 2010). En 1992, Alessi y col.
caracterizaron una nueva subunidad reguladora, a la cual llamaron PP1M, que
dirigia a la fosfatasa 1 hacia las cadenas ligeras de miosina. Ahora, dicha subunidad
reguladora corresponde a la subunidad reguladora de la MLCP conocida como
MYPTL1 (Bruce and Bruce, 2009). En el mismo estudio, se demostré que la fosfatasa
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dirigida al glucdgeno disminuia su interaccién cuando se presentaba un aumento de
MYPT1 y viceversa, lo que pudiese implicar una inhibicion de ambos complejos por
competencia de las subunidades reguladoras por la subunidad catalitica PP1c (Fig.
28) (Alessi et al., 1992). De este modo, el incremento de RG1 en el MLVA del
modelo de asma alérgica podria sugerir su implicacion directa con la disociacion del
complejo de la MLCP por competencia con la subunidad reguladora MYPT1,
induciendo una inhibicion de la relajacion del MLVA por el incremento de la
fosforilacion de las cadenas de miosina MLC20 (Fig. 28).

COMPETENCIA POR
UNION

RXF motif

O0Y

Figura 27. Interaccién y regulaciéon de la actividad de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina a través de sus subunidades reguladoras. Esquema de la competencia entre la
subunidad reguladora de la fosfatasa 1 de la cadena ligera de la miosina (MYPT1) y la subunidad
reguladora de la fosfatasa 1 dirigida al glucégeno por el sitio de unién consenso RVxF de la
subunidad catalitica PP1c. El incremento de RG1 suele inducir la inhibicién de la interaccion PP1c-
MYPT1, inhibiendo la actividad de la MLCP. Imagen propia basada en Alessi et al., 1992)

Por otra parte, RG1 fuera de la célula muscular no ha sido reportada de forma
“soluble” en las VA. A pesar de lo anterior, RG1 es una subunidad dirigida
principalmente a la sintesis de glucégeno, por lo que es posible que dicha proteina
pueda colocalizar en zonas en donde se encuentre una cantidad considerable de
glucogeno. Gabella en el afio de 1991 identific6 por medio de microscopia
electrénica que los granulos de glucégeno pueden ser exportados fuera de la célula
y posicionarse en diferentes estructuras tragueales de cobayos, interaccionando
con algunos componentes de la MEC (Raeburn and Giembycz, 2013). Los granulos
de glucogeno son estructuras esféricas también llamadas “glucasomas” formadas a
partir de la interaccion del glucégeno y los filamentos de actina citosdlica, en los
cuales se alberga toda la maquinaria necesaria para la sintesis de glucégeno,
incluso, estudios de proteémica han identificado a RG1 como uno de los
componentes principales de los glucasomas (Prats et al., 2018). De igual forma,
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existen investigaciones que han relacionado el incremento de granulos de
glucégeno con el aumento de la proliferacion celular de diversos tipos celulares
traqueales, principalmente en el epitelio de las VA (Gaillard et al., 1989). Ademas,
varios autores han reportado que los granulos pueden encontrarse anclados a
proteinas extracelulares como la mucina, proteina que ha estado presente en los
tejidos de las VA, y que ademas incrementa en diferentes enfermedades, incluida
el asma (Meyerholz et al., 2018). Sorprendentemente, se ha informado que la
sintesis de granulos de glucégeno puede incrementar en tejidos que previamente
han tenido un evento de disminucion de glucégeno, dando paso a la formacién de
glucasomas, los cuales también presentan una cantidad considerable de actina
citosdlica, como ACTB o ACTG1 (Prats et al., 2018). Finalmente, la forma aparente
de exportacion extracelular de los granulos de glucogeno es a partir de
microvesiculas exosémicas. Por lo antes mencionado, podria sugerirse que la
proteina RG1 esta siendo exportada por éste medio hacia el espacio de la LP,
quizas en respuesta al evento de contraccion que se presenta en el asma alérgica.

3. Interaccion y expresion de proteinas presentes en MLVA de cobayos
del modelo de asma alérgica

Una de las estrategias para lograr identificar vias de sefializacion alteradas en
diversas enfermedades, incluida el asma, ha sido el empleo de mapas proteémicos
y modelos de interaccidn entre proteinas conocidos como “interactomas”. Dichos
interactomas pueden dilucidar no solo el comportamiento de interaccion fisica de
las proteinas, si no también dar una idea del papel biolégico que pudieran estar
desempefiando dentro de un mecanismo como la contraccion (Bell at al., 2022). Por
lo anterior, a partir de la caracterizacion de las proteinas analizadas en la presente
tesis por medio de IHC y de la busqueda de proteinas investigadas previamente en
nuestro grupo de trabajo presentes en el MLVA de cobayo, tanto en MLT como
MLIN, se realizaron dos interactomas en el programa de libre acceso STRING.

Si bien en nuestros interactomas obtenidos la relacidn entre las proteinas puede ser
sumamente amplia, el agrupamiento por vias de sefializacidn resulta ser ideal para
el andlisis de interrelacion del proteoma del MLVA. En primera instancia, existe un
grupo de proteinas que se relaciona estrechamente con la interaccién directa en la
membrana plasmatica del MLVA, principalmente posicionadas en zonas conocidas
como balsas lipidicas y caveolas. Estas proteinas correspondientes a CAV1,
CAVIN1, CAVIN2 y CAVIN3, se encargan de interaccionar con multiples receptores
acoplados a proteinas G conocidos como GPCRs (por “G protein-coupled
receptors”) (Mocking et al., 2016). Dentro de estos receptores se encuentran los
receptores HRH1, los cuales incrementan en el asma alérgica (Gutiérrez y Bazan,
2010) y resultan importantes para el incremento de la contraccion del MLVA
dependiente del incremento de histamina (Kelly et al., 2008). En los interactomas
de MLT y MLIn, el incremento de CAV1 y las CAVIN 1,2 y3 reportado por Alvarez et

63



al., 2015, podria estar jugando un papel interesante con el incremento de la
expresion de la proteina ITGB1, los HRH1 y la proteina ACTB.

An y colaboradores en el afio 2002 hablaban de un mecanismo en el cual, la
inhibiciébn de la contraccion por parte de la sefalizacibn de acto-miosina es
independiente de la polimerizacién y rigidez producida por los filamentos de actina
cortical, es decir, la inhibicion de la contraccion por desplazamiento de los filamentos
de actina y miosina no interviene en la rigidez de las células de MLVA inducida por
los filamentos de actina citoplasmatica y contractil analizadas en cultivo celular. Lo
anterior también fue observado de manera inversa, en donde la despolimerizacion
de los filamentos de actina cortical no interviene con el mecanismo y fuerza ejercida
por la contraccion de la maquinaria de acto-miosina (An et al., 2002). Dos afios
después, Smith y col. en 2005 llegaron a los mismos resultados propuestos por An
y col. En esos resultados, Smith reafirmé que la remodelacion y polimerizacion de
la actina cortical en las células de MLVA en cultivo, podia ejercer la suficiente fuerza
y rigidez a la célula muscular lisa independientemente del comportamiento de las
cadenas de miosina (Smith et al., 2005). De igual forma, la interaccion entre el
citoesqueleto de actina y la MEC, puede dar paso a la generacién de una tensién
celular suficiente para mantener la transmision de la fuerza contractil producida por
una Unica interaccion de acto-miosina (Gunst et al., 2003; Smith et al., 2005). Por
todo lo anterior, con base en el interactoma analizado en la presente tesis, se
sugiere que, en el modelo de asma alérgica, el incremento de los filamentos de
ACTB y ACTAZ2, podria estar regulando la rigidez excesiva de las células de MLVA
dependiente de complejos de adhesomas, producida por un previo mecanismo de
contraccion de acto-miosina, induciendo un fenotipo hipercontractil de las VA. Lo
anterior también explicaria la interaccion e incremento de ITGB1 y su interaccion
con la MEC en el asma alérgica, uno de los componentes principales de la
remodelacion de en la enfermedad (Alvarez et al., 2016). Sin embargo, la formacion
del macrocomplejo de adhesién a la membrana requiere de un conjunto de
proteinas de andamiaje indispensables para su activacion, incluidas las proteinas
PXN, TLN1 e ILK (Zhang et al., 2012), las cuales se encuentran disminuidas en el
asma alérgica. Lo anterior resulta controversial, pero abre la perspectiva para un
nuevo objetivo de estudio.

Asimismo, las miosinas, tanto MYH11 como MYL9 resultan interaccionar con la
mayoria de las proteinas en el interactoma, principalmente con los filamentos de
actina, indispensable para la contraccion en el citoesqueleto, asi como con algunas
cinasas que se relacionan con el incremento de la HVA, como es el caso de ROCK
(Eslava y Alvarez, 2021). A pesar de que las cadenas de MYH11 no presentan
cambios en el asma alérgica, el incremento de MYL9 y ACTAZ2, podria sugerir que
la contraccion puede incrementar, puesto que ambas proteinas son necesarias e
imprescindibles para la interaccion de acto-miosina. Ademas de lo anterior, en 2021,
Eslava y Alvarez, reportaron que una de las proteinas reguladoras de la MLCP, la
proteina ROCK2 incrementaba en el asma alérgica y correlacionaba directamente
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con el desarrollo de la HVA. ROCK2 incrementa las formas fosforiladas de MYPT1-
Thr696 (Alvarez et al., 2016), lo que genera la inactivacién de la MLCP, inhibiendo
la desfosforilacion de la Ser'® presente en MYL9. Lo anterior podria sugerir que,
MYL9 no solo incrementa en el modelo de asma alérgica, sino que, ademas, se
encuentre fosforilada en respuesta al mecanismo activado por ROCK2.

Finalmente, en nuestro modelo de asma alérgica, las citocinas IL13 e TGFB1
identificadas en el MLVA podrian estar interaccionando directamente con la
maquinaria contractil. Si bien IL13 no presenta cambios de expresion, TGFB1
incrementa y ademas interacciona directamente con proteinas del citoesqueleto,
como ACTA2, con la ITGB1 y con la cinasa ROCK2. TGFB1 no fue relacionada con
la remodelacién de las VA y la fibrosis subepitelial, pero su participacion fue
atribuida al incremento de proteinas contractiles y activacion elevada de la
generacion de la fuerza contractil en el MLVA (Alvarez et al., 2022). Por lo anterior,
es posible que TGFB1 pueda estar mediando el incremento de la expresion de las
proteinas de la maquinaria contractil en el asma alérgica.

4. Comportamiento diferencial de las proteinas en el MLIny MLT

Después del andlisis de localizacion y expresion de las proteinas por medio de IHC,
se pudo identificar un comportamiento diferencial entre las estructuras del tejido
traqueal e intrapulmonar. Muchas de las investigaciones ex vivo para el asma,
principalmente relacionadas con la farmacologia del MLVA en general, son
realizadas directamente en secciones de MLT de diferentes especies. La expresion
de proteinas entre el MLIn y el MLT observado en la presente tesis, abre la
interrogante sobre evaluar el comportamiento de la maquinaria contractil y el
mecanismo de contraccion en el MLT para luego extrapolarlo al comportamiento
presente en el MLIn en el asma alérgica. Lo anterior, no pretende desmeritar lo
observado en el MLT en investigaciones previas, sin embargo, propone hacer
énfasis en evaluar previamente el comportamiento tanto en el tejido traqueal, como
en el tejido intrapulmonar de la proteina con la que se requiere trabajar no sélo en
el asma alérgica, sino en muchas otras enfermedades.

65



CONCLUSION

- La expresion de MYH11 no necesariamente podria estar relacionada con el
incremento de la contraccion en el asma alérgica. Ademas, es la primera vez
que se observa a MYH11 fuera de la célula del MLVA. Se sugiere que la
liberacién exosomal localice a MYH11 en la LP traqueal.

- Elincremento de la expresion en el MLIn de MYL9, asi como de su posible
fosforilacion por activacion de la via ROCK2 en el MLVA puede estar
aumentando la contraccion del musculo liso de las vias aéreas en el asma
alérgica.

- El incremento de ACTB en el asma alérgica sugiere un aumento de la
expresion de adhesiones focales y redes de filamentos de actina
submembranales, confiriendo una mayor rigidez de las células de MLVA
durante el evento de contraccion en el asma alérgica. Ademas, ACTB en el
epitelio, podria ser indispensable en las uniones adherentes de la barrera
epitelial de las vias aéreas.

- El incremento de ACTA2 sugiere un incremento de la flamentogénesis de
actina del citoesqueleto incrementando la interaccion con los filamentos
gruesos de miosina en el mecanismo de contraccion.

- El incremento de FLNA podria ser importante para la estabilizacion y
reticulacion de los filamentos de actina, principalmente de ACTB y ACTAZ2,
ademas, se sugiere gue el mecanismo de “shedding” podria localizar a FLNA
en el espacio extracelular debido a la asociacidén entre FLNA con la integrina
B1.

- Se descarta a TAGLN como una proteina indispensable para el incremento
de la contraccion en el asma alérgica.

- Elincremento de RG1 en el MLVA del modelo de asma alérgica sugiere su
implicacion directa con la disociacion del complejo de la MLCP, mientras que
su localizacion fuera del MLT podria asociarse con la exportacion extracelular
de los granulos de glucogeno a partir de micro vesiculas exosémicas.

- El incremento de CAV1 y las CAVIN 1,2 y 3 podria estar aumentando la
expresion de la proteina ITGB1, los HRH1 y la proteina ACTB en el asma
alérgica.

- El incremento de ACTB y ACTA2 en estructuras submembranales podria
regular el incremento de ITGB1 y su interaccién con la MEC en el asma
alérgica.

-  TGFB1 podria estar mediando la expresion incrementada de las proteinas de
la maquinaria contractil en el asma alérgica.

- Las proteinas presentes en el tejido traqueal e intrapulmonar presentan un
comportamiento diferente de localizacion y expresion, por lo que se propone
hacer énfasis en evaluar previamente el comportamiento de la proteina con
la que se requiere trabajar.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

- Analizar por medio de IHC las proteinas restantes que fueron identificadas
por EM con la finalidad de incrementar la informacion del interactoma del
MLVA en el modelo de asma alérgica.

- Determinar la localizacion de las proteinas en cuerpos extracelulares como
los exosomas o granulos de glucégeno en el asma alérgica.

- Evaluar la participacion de las proteinas que forman parte del complejo de

adhesomas submembranales dentro del mecanismo de tensibn mecanica en
el asma alérgica, tal como la proteina ACTB.

- Analizar la interaccion entre la proteina FLNA con la ITGB1 en el espacio
extracelular en el modelo de asma alérgica.

- Determinar la interaccion entre las subunidades reguladoras de la fosfatasa
1y surelacion con la inhibicion de la relajacion del MLVA en el asma alérgica.
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