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Resumen 4

El asma es una enfermedad inflamatoria crénica que afecta a las vias aéreas. Los factores que contribuyen
a esta inflamacién son multiples e involucran una variedad de células inflamatorias, entre las cuales se
encuentran eosinodfilos, linfocitos T, mastocitos, macrofagos y neutréfilos. Adicionalmente, los numerosos
mediadores pro-inflamatorios liberados durante las crisis de asma ocasionan dafos severos en las vias
aéreas que llegan a ser irreversibles si la inflamacion es persistente. Es por esto que uno de los principales

tratamientos utilizados para controlar al asma sea el uso de agentes antiinflamatorios.

Recientemente se ha demostrado que la colagena polivinilpirrolidona, o colagena polimerizada, tiene
propiedades inmunomoduladoras en procesos inflamatorios cronicos como la artritis reumatoide, Ia
escleroderma y las cicatrices hipertréficas. En el presente trabajo se evalud el efecto de la colagena
polimerizada en la inflamacion crénica de las vias aéreas de cobayos, previamente sensibilizados a
ovoalbumina (OA), ocasionada por el reto antigénico. La broncoconstriccion durante los retos con OA fue
registrada utilizando un pletismografo barométrico para animales en libre movimiento y este reto se realizé
los dias 25, 35, 45, 55 y 65 después de que la sensibilizacion fue iniciada. Algunos cobayos fueron
nebulizados durante 2 min con aerosoles conteniendo 0 (grupo control), 1.4, 2.8, 5.6 mg/ml de colagena
polimerizada (n= 5, respectivamente) o con el vehiculo del fa&rmaco (amortiguador de citratos 0.01 M, n= 5),
cada 5 dias desde el dia 25 hasta el 60. En el dia 65, los cobayos se anestesiaron profundamente para

realizar el lavado bronguioalveolar y obtener el lébulo pulmonar caudal izquierdo.

Observamos que ninguno de los tratamientos con la colagena polimerizada, o el vehiculo, modifico la
respuesta maxima de broncoconstriccién durante los retos con OA. Las células del lavado bronquioalveolar
de los controles mostraron cambios significativos, con respecto a un grupo adicional de cobayos no
sensibilizados y no tratados (n= 5), como el incremento en el nimero de eosindfilos (p<0.01) y la disminucién
del numero de macrofagos (p<0.01). Ambos cambios fueron revertidos por el tratamiento con 5.6 mg/ml de
colagena polimerizada. El analisis de los cortes histoldgicos de los animales control mostraron, en
comparacion con el grupo de animales no sensibilizados y no tratados, una alta expresién del factor de
necrosis tumoral-a (TNF-«; determinada por ensayo immuhistoquimico) en células epiteliales, macréfagos y
granulocitos. El tratamiento con 5.6 mg/ml de coldgena polimerizada redujo la expresion del TNF-a en
macrofagos y granulocitos (p<0.05) pero no en las células epiteliales. En conclusién, se necesitan mas
estudios en un futuro para determinar el efecto general de la coldgena polimerizada en la inflamacion cronica

de las vias aéreas y su posibilidad de su uso como unidad terapéutica en el asma.



Introduccion

La Inflamacion

La inflamacién es la respuesta biolégica del sistema inmunolégico que se produce como
defensa hacia algun dafo o infeccién en los tejidos. Consiste principalmente en la
incorporacion de leucocitos (neutréfilos, monocitos, basdfilos, eosindfilos y linfocitos)
dentro del sitio de infeccién o dafio y de su activacion para la eliminacién del agente
infeccioso. Asimismo, el proceso inflamatorio es iniciado, regulado y eliminado por las
acciones de numerosos mediadores pro-inflamatorios liberados por las células
inflamatorias: citocinas, quimiocinas y mediadores lipidicos (Rosenberg et al., 1998; Abbas
et al, 2000; Yanez et al.,, 2000). Las citocinas son pequefas proteinas secretadas
normalmente después de un estimulo activador que inducen respuestas mediante la union
a receptores especificos. Las quimiocinas constituyen una clase de citocinas que poseen
propiedades quimiotacticas, al inducir la migracién de células con el receptor apropiado
hacia la fuente de la quimiocina. Los mediadores lipidicos como los leucotrienos (LT), los
tromboxanos y las prostaglandinas son producidos por la oxidacion enzimatica del acido
araquidénico (Janeway et al., 2003).

La inflamacién como tal puede dividirse en dos respuestas principales: la inflamacion
aguda y la inflamacién crénica. La inflamacion aguda es la respuesta inmedigta, corta y
relativamente uniforme a un dafo caracterizada por la formacion de edema, el aumento en
la concentracion de proteinas plasmaticas y la liberacién de citocinas de fase aguda como
el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la interleucina (IL)-1p y otros factores
quimiotacticos (Rosenberg et al.,, 1998; Abbas et al.,, 2000; Kips, 2001; Goldsby et al.,
2003). En cambio, la inflamacion crénica es la respuesta hacia el dafio persistente con
consecuencias perjudiciales hacia el organismo. Es identificada por la persistencia del
dano celular y por el proceso de reparacion constante donde aumentan los mediadores
pro-inflamatorios, las células en el sitio proliferan y producen una matriz que aporta un

soporte estructural y nutritivo a la lesion.

Las caracteristicas principales de una respuesta inflamatoria son calor, dolor, tumor y

enrojecimiento debido a los mediadores pro-inflamatorios liberados al actuar sobre los



vasos sanguineos locales. Estos mediadores provocan el aumento en el diametro de los
vasos, conocido como vasodilatacion y un incremento en la permeabilidad vascular. Esto
resulta en un aumento en el flujo sanguineo, que permite la acumulacion de liquido

plasmatico en el tejido y la migracion de leucocitos al sitio del dafio (Janeway et al., 2003).

La incorporacion de las células inflamatorias involucra una serie de cambios en los
leucocitos y en las células endoteliales que estan mediados por las interacciones entre
moléculas de adhesion del endotelio y sus receptores especificos en los leucocitos.
Cuando ocurre el dano, se liberan al medio extracelular varias citocinas y otros
mediadores (TNF-«, IL-1p, IL-8, histamina, etc.) que actian en los vasos sanguineos
activando a las células endoteliales e induciendo la expresion de las moléculas de

adhesion.

Los leucocitos circulantes llegan a ser ligeramente adherentes al endotelio activado
mediante interacciones de baja afinidad entre un grupo de glicoproteinas que se unen a
grupos carbohidratos especificos denominadas selectinas. Esta familia de glicoproteinas
incluye tres tipos de moléculas: las L-selectinas, encontradas en la mayoria de los
leucocitos y las E- y P-selectinas que se encuentran en células endoteliales. Las primeras
en expresarse son las E- y P-selectinas que reconocen e interaccionan con las L-
selectinas y con carbohidratos especificos (como el sialil Lewis™) del leucocito. Esta
interaccion, junto con los cambios en el flujo sanguineo inducidos por la contraccion y la
dilatacion de los vasos sanguineos, hace que los leucocitos comiencen a rodar por la
superficie endotelial (Abbas et al., 2000, Janeway et al., 2003). Mientras los leucocitos se
van deslizando,- llegan a unirse firmemente a éste por medio de las moléculas de adhesion
intercelular (ICAMs) pertenecientes a la superfamilia de las inmunoglobulinas, entre las
que se encuentran la molécula de adhesion intercelular-1 (ICAM-1) y la molécula de
adhesion celular vascular-1 (VCAM-1). Estas ICAMs son el sitio de union de las integrinas
en los leucocitos. Las integrinas son proteinas heterodiméricas que facilitan la adherencia
de los leucocitos al endotelio y a otras interacciones intercelulares (por ejemplo el antigeno
asociado a la funcién del leucocito-1 (LFA-1) y el antigeno de activacion muy tardia-4
(VLA-4)). La adhesién estable por medio de las integrinas es ayudada por quimiocinas



unidas al endotelio que ocasionan cambios conformacionales en las integrinas,

aumentando sus propiedades adhesivas.

Finalmente, el leucocito recibe sefnales que permiten su migracion a través de las uniones
intercelulares del endotelio por medio de integrinas y moléculas de la superfamilia de las
inmunoglobulinas. La migracion o diapédesis se da por interacciones entre selectinas y
carbohidratos e integrinas y moléculas de matriz extracelular para extenderse a lo largo
del andamiaje de la matriz extracelular. Esta migraciéon ocurre preferentemente hacia
gradientes de quimiocinas y otros factores quimiotacticos ubicados en el medio (Abbas et
al., 2000; Janeway et al.,, 2003; Goldsby et al., 2003; Fig. 1). Entre los principales
leucocitos que participan en este proceso durante la inflamacién estan los neutrdfilos, los

macrofagos, los eosindfilos, los mastocitos, asi como los linfocitos.

Los neutrdfilos son granulocitos que pueden fagocitar particulas extranas y que igualmente
contienen granulos citoplasmaticos que incluyen diversos mediadores pro-inflamatorios,
entre los que se encuentran una gran variedad de enzimas (mieloperoxidasas,
gelatinasas, colagenasas, lisozimas, elastasa, fosfatasa alcalina, etc.), LT como el LTBs y
el LTC,, el factor activador de plaquetas (PAF), el tromboxano (TX)-A;, y diversas
citocinas como TNF-a, IL-1f y quimiocinas como IL-8, ademas de radicales libres del

oxigeno y del nitrogeno (Rosenberg et al., 1998).

Los macrdfagos son fagocitos mononucleares que migran a los tejidos participando en la
inflamacion y la reparacion del tejido. Son capaces de fagocitar y liberar mediadores pro-
inflamatorios y proteinas antimicrobianas. Modulan la inflamacién a través de citocinas
(TNF-qa, IL-1B, IL-B, IL-12), LT, PAF, quimiocinas (proteina inflamatoria de macréfagos
(MIP)-1B, proteina quimiotactica de monocitos (MCP)-1, IL-8), etc. También estan
involucrados en la regulacion de la reparacion- del tejido dafiado mediante la liberacion de
enzimas, citocinas como el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor
de crecimiento de fibroblastos basico (bFGF) o el factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B) (Rosenberg et al., 1998; Abbas et al., 2000).
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Figura 1. La migracion de los leucocitos al sitio de daiio esta mediado por factores quimiotacticos y
moléculas de adhesion. IL-8R: receptor de interleucina 8. Tomado de Janeway et al., 2003.

Los eosindfilos, son granulocitos reclutados en los sitios de inflamacién aguda y se
encuentran principalmente en respuesta a alergenos dermatologicos, gastrointestinales,
respiratorios o en una infeccion generalizada con parasitos helmintos (Rosenberg et al.,
1988). Secretan varias proteinas y mediadores lipidicos incluyendo LTCs, -Ds, ¥ -E4, PAF y
varias proteinas basicas como la proteina basica principal (MBP), neurotoxina derivada de
eosindfilos (EDN), proteina catidonica de eosindfilos (ECP) y peroxidasa de eosindfilos
(EPO), citocinas como TNF-w, IL-4, IL-5, IL-6, factor estimulante de colonias de
granulocitos-macrofagos (GM-CSF) y quimiocina regulada en la activacion, expresada y
secretada por células T (RANTES), (Humbert et al., 2003; Barnes, 2003).

La Inflamacion de las vias aéreas durante el asma

Las vias aéreas son los conductos que dirigen el aire hacia las regiones de intercambio
gaseoso. Estas vias estan compuestas de tubos ramificados que se vuelven cada vez mas

estrechos, mas cortos y mas numerosos a medida que penetran profundamente en el



pulmén (West, 2002). En el humano, y en general en los mamiferos, las vias aéreas se
pueden dividir en superiores e inferiores. Las vias aéreas superiores estan formadas por la
boca, faringe, laringe y traquea. Las inferiores constan principalmente de bronquios y
bronquiolos. Posteriormente los bronquiolos terminan en sacos aéreos donde se
encuentran los racimos de alvéolos en los cuales se realiza el intercambio de gases con la
sangre. De manera general, las vias aéreas constan de una capa interna epitelial, una
capa externa de tejido conectivo y una capa media donde se pueden encontrar los anillos

cartilaginosos de la traquea y bronquios, y las fibras musculares lisas (Ville, 1996).

Las vias aéreas son susceptibles a varias infecciones y enfermedades entre las que se
encuentra el asma. Basada en su fisiopatologia, el asma se define como una enfermedad
inflamatoria cronica de las vias aéreas en la cual participan principalmente mastocitos,
eosindfilos y linfocitos T. En individuos susceptibles, esta inflamacion causa episodios
recurrentes de dificultad en la respiracién, presion toracica, sibilancias y tos principalmente
en la noche y por la mafana. Estos sintomas estan usualmente asociados a una
obstruccion variable del flujo de aire, llamada broncoconstriccion, que puede ser

parcialmente reversible ya sea espontaneamente o con tratamiento.

La Organizacion Mundial de la Salud reconoce al asma como una enfermedad de
primordial importancia en la salud puablica. En el mundo, entre 100 a 150 millones de
personas padecen de asma y llegan a fallecer anualmente 180,000 personas por casos
severos. Ademas estas cifras estan en aumento (WHO Fact Sheet, 2000). En Mexico no
se dispone de datos exactos, sin embargo se calcula existe una poblacion de entre 5y 10
millones de asmaticos en el pais. En el 2002, el 32.5% de los casos ingresados al servicio
de urgencias del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) fueron

causados por asma (Informe de labores INER, 2002).

Existen varias clasificaciones sobre el tipo de asma que puede presentar un individuo
dependiendo de sus sintomas y la frecuencia de éstos, pero de manera general se puede
dividir al asma en extrinseca e intrinseca. El asma extrinseca puede estar relacionada con
una predisposicion genética para una respuesta de hipersensibilidad inmediata o

respuesta de tipo | ante una extensa gama de estimulos ambientales como el frio, polen,
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polvo, etc. En esta forma atopica se producen inmunoglobulinas E (IgE) principalmente,
para mas de un antigeno o alergeno (Humbert et al., 1999), antes de qu; esto ocurra,
existen una serie de procesos denominados de sensibilizacion al alergeno en las vias
aéreas, que ocasionan los sintomas del asma alérgica (Holt et al., 1999).

El asma intrinseca, no atopica o no alérgica, ocurre en personas sin evidencias de atopia y
en algunos casos esta asociada a una activacion anormal de linfocitos T, lo que genera
una reaccion de hipersensibilidad tardia y con caracteristicas de enfermedad autoinmune.
En el asma no atopica al parecer no hay sensibilizacion a un alergeno en especifico y la
inflamacion es ocasionada por estimulos ambientales muy variados como la inhalacién de
quimicos, infecciones virales, factores genéticos, etc. (Humbert et al., 1999).

Proceso de sensibilizacion al alergeno en las vias aéreas

El desarrollo de una enfermedad alérgica como el asma depende de la interaccion entre
los genes y los factores ambientales que desencadenan la enfermedad (Holloway et al.,
2003). En la condicion alérgica, el primer contacto con el alergeno se da por medio de
células presentadoras de antigeno, principalmente por las células dendriticas inmaduras
que se encuentran a lo largo del arbol traqueobronquial. Estas células se encargan de
fagocitar el antigeno y degradarlo en su interior para presentarlo por medio del complejo
mayor de histocompatibilidad tipo Il {M'HCII. por sus siglas en inglés) en su superficie.
Cuando una célula dendritica captura un antigeno extrafio, madura y se convierte en una
células presentadora de antigeno profesional (APC) capacitada para activar a los
linfocitos. Las APC migran hacia los nddulos linfaticos donde entran en contacto con
linfocitos tipo T naive o virgen a través de receptores B7 y MHCII por parte de las APC y
los receptores CD28, CD4 y el receptor de la célula T en los linfocitos con el propésito de
activarlos (Fig. 2). Estas células T proliferan creando una clona especifica para el antigeno
y posteriormente comienzan un proceso de diferenciacion donde pueden convertirse en

células de memoria o en células efectoras (Abbas et al., 2000; Janeway et al., 2003).

Las células T efectoras forman dos subpoblaciones importantes en la respuesta inmune.
Estas células se forman dependiendo de las concentraciones de citocinas liberadas en el

medio ya sea por las APC o por las propias células T y se distinguen principalmente por el



patron de mediadores que producen. Cuando esta presente la IL-4 se forman las células
cooperadoras (helper) tipo 2 (Th2) que liberan IL-4, IL-5, IL-6 e IL-10; y cuando hay IL-12
se forman las células cooperadoras tipo 1 (Th1) que producen IL-2, INF-y y TNF-B
(Germain, 1998; Abbas et al.,, 2000; Fig. 2). Las altas concentraciones de IL-4 en
individuos susceptibles hacia una respuesta atopica ocasionan que el desarrollo de las
células T activadas se dirija en su mayoria hacia el subtipo Th2, ocasionando el

desbalance entre éstas dos subpoblaciones (Janeway et al., 2003)

El grupo de células Th2 también estimula la activacion de las células B a través de dos
senales principales: una por la interaccion de receptores CD40L en células T y CD40 en
células B y la otra por la secrecion de las IL-4 e IL-13, induciendo la produccion de IgE
cuando las células B se transforman en células plasmaticas (Broide, 2001; Frew, 2003;
Fig. 2). Las IgE producidas se unen a sus receptores de alta (FceRI) y baja (FceRIl)
afinidad encontrados en mastocitos, eosindfilos, monocitos y macrofagos de las vias
aéreas (Yanez et al,, 2000; Busse et al., 2001). Estos receptores cuando son activados por
la unién del antigeno a la IgE inducen senales de degranulacion en las células que los
presentan, produciendo la liberacion del contenido de los granulos o vesiculas
citoplasmaticas en los cuales se almacenan mediadores (citocinas, LT, quimiocinas, etc.)
responsables de producir varios efecto§, a corto 0 a largo plazo. Entre estos efectos estan
la modulacion de la permeabilidad vascular, la estimulacion de secrecién de moco, los
cambios en el tono del musculo liso de vias aéreas, la activacion de terminales nerviosas y
la induccién de cambios estructurales en las vias aéreas, entre otros (Horwitz et al., 1995;
Busse et al., 2002; Goldsby et al., 2003).

A pesar de mostrar caracteristicas clinicas diferentes, tanto el asma no atopica como la
atopica comparten mecanismos inmunopatolégicos comunes. En la condicién no atopica
existe evidencia de la expresion de receptores de receptores de alta afinidad a IgE, a IL-4
e IL-13 en las células presentes en las vias aéreas (Humbert et al., 1999). En ambos
casos las células T dirigen la inflamacién créonica (Humbert et al., 1996) por la liberacion de
citocinas tipo Th2 (Kips et al., 2000; Yanez et al., 2000; Broide, 2001; Barnes, 2003), como
las IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13 y GM-CSF, entre otras (Benoist et al., 1998; Kips et al.,



2000), controlando la produccion, la activacion y la incorporacion de los leucocitos a las

vias aéreas.
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Figura 2. Fase de sensibilizacion al alergeno en las vias aéreas de individuos susceptibles. El
desarrollo de las células Th2 en el asma involucra la presentacion del alergeno por parte de las celulas
presentadoras de antigeno en los nodulos linfaticos a las células T naive (1). El desarrollo de estas se divide
en dos subtipos Th1 y Th2 (2). La predominancia de Th2 en el asma ocasiona la activacién de células B y la
produccion de IgE por las células plasmaticas (3,4). Ademas, |a liberacion de citocinas de tipo Th2 induce la
incorporacion, la activacion, la sobrevivencia y la degranulacién de los leucocitos que ocasionan los
sintomas del asma (5). TCR: receptor de la célula T, BCR: receptor de la célula B. Tomado de Marone
(1998) y Holgate (1999).



Respuesta inflamatoria aguda en las vias aémfcs

La respuesta aguda en el asma alérgica es ocasionada por la degranulacion de las células
inflamatorias (mastocitos, neutréfilos y eosindfilos) originada por la union del alergeno con
la IgE (Horwitz et al., 1995; Broide, 2001), provocando la broncoconstriccion y la

incorporacion de células inflamatorias.

Los mastocitos son los iniciadores de la respuesta aguda alérgica al provocar la
broncoconstricciéon por la liberacion de histamina, la prostaglandina (PG)-D; y los LT
almacenados en sus granulos intracelulares (Holgate, 1999; Holt et al., 1999; Yanez et al.,
2000; Hart, 2000; Barnes, 2003; Humbert et al., 2003). Adicionalmente, los mastocitos
liberan triptasa, una enzima pro-inflamatoria que potencializa la broncoconstriccion
inducida por la histamina y mediadores como el TNF-a, que regula la expresion de
moléculas de adhesion y facilita la incorporacion de células inflamatorias, las IL-4 e IL-13
que regulan las citocinas Th2 y la IL-5 que es un factor implicado en la produccion,
maduracion y activacion de eosindfilos (Hart, 2000; Kips, 2001). En suma, una importante
consecuencia de la degranulacion de los mastocitos es la dificultad de respirar debido la
contraccion del musculo liso, la secrecion de moco, la inflamacién de las mucosas
respiratorias, la exudacion y la acumulacion de plasma en el lumen de las vias aéreas
(Yanez et al., 2000).

La etapa siguiente en el asma es conocida como respuesta de fase tardia y ocurre horas
después de la reaccion aguda (Murphy et al., 1997; Holgate, 1999; Humbert et al., 2003).
Esta se caracteriza por la atraccion y activacion de células inflamatorias como eosinéfilos y
neutréfilos principalmente, la produccion de citocinas Th2 y el desarrollo de una reaccion
inflamatoria dentro de las vias aéreas (Horwitz et al., 1995; Kips, 2001; Humbert et al.,
2003).

Los eosindfilos activados en el asma inducen la mayoria de los trastornos en las vias
aéreas caracteristicas de esta enfermedad. Su incorporacién y su activacion selectiva son
caracteristicas principales de esta condicion, ya sea alérgica o no alérgica (Holgate, 1999).
Los eosinofilos se han visto involucrados en la contraccion del musculo liso, la
hipersecrecion de moco, la hiperreactividad, la permeabilidad vascular y el
desprendimiento epitelial (Humbert et al., 2003) por la liberacion de IL-5, RANTES, LTC,,
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LTDs, y LTE4, el PAF y varias proteinas basicas (Humbert et al., 2003; Barnes, 2003). Los
neutréfilos, se encuentran involucrados en el asma por ser las primeras células en llegar a
las vias aéreas y por liberar mediadores que participan en la contraccion del musculo liso
bronquial como el LTBs, el PAF, el tromboxano (TX)-A;, en la hiperreactividad (TNF-q,
LTB4, PAF), en el incremento en la adherencia endotelial, la quimiotaxis y la activacion de
leucocitos (TNF-a, IL-1B, PAF, LT) (Rosenberg et al., 1998; Barnes, 2003; Humbert, 2003).

Respuesta inflamatoria cronica en las vias aéreas

La fase crénica de la inflamacién incluye la acumulacion de macrofagos y linfocitos,
ademas del crecimiento de fibroblastos y del tejido vascular. Muchos de estos cambios
representan componentes del proceso de reparacion, que pueden causar anormalidades
en las vias aéreas (Rosenberg et al., 1998; Abbas et al., 2000; Yarez et al., 2000; Fig.3).

En el proceso cronico, los macréfagos pueden estar involucrados en la obstruccion de las
vias aéreas y la regulacion de la inflamacion a través de la liberacién numerosos
mediadores (citocinas, LT, PAF, etc.), ademas contribuyen extensamente en la reparacion
del tejido dafado e igualmente en la formacién de la fibrosis (Rosenberg et al., 1998;
Abbas et al., 2000; Kips, 2000; Barnes, 2003; Humbert et al., 2003). En esta fase cronica
el aumento de células y mediadores induce la remodelacion de la pared de la via aérea,
resultando en varias alteraciones estructurales (Kips, 2000; Barnes, 2003), como la
hipertrofia e hiperplasia del muasculo liso bronquial, aumento de las glandulas mucosas,
engrosamiento de la membrana basal por el depdsito de colagena, incremento de la
membrana basal y del numero de células secretoras de moco (caliciformes) y la
remodelacion del tejido conectivo (Saetta et al., 2001; Fig. 3). Este proceso inflamatorio es
redundante por la gran cantidad de mediadores que actian en varios tipo celulares y por
tanto en su habilidad de alterar la fisiologia y arquitectura de las vias aéreas (Murphy et
al., 1997).

Bajo condiciones normales, la reactividad de las vias aéreas, esto es la habilidad para
alterar reversiblemente el diametro de las vias aéreas en respuesta a estimulos, es un

componente esencial de la homeostasis. Cuando esta respuesta es excesiva, se refiere



como una hiperreactividad o hiperrespuesta de las vias aéreas (Blease, et al., 2000,
O'Byrne, 2003). La hiperreactividad de las vias aéreas es una caracteristit.:a del asma
persistente cronica y se cree es debido, en parte, al engrosamiento de las vias aéreas
debido a la remodelacion, la fibrosis y otros procesos de reparacion (Humbert et al., 2003).
Otros factores criticos en el proceso de la hiperreactividad, es el incremento en la
contractilidad del musculo liso bronquial, el mal funcionamiento de la regulacién neural, la
permeabilidad alterada de la mucosa bronquial, los mediadores pro-inflamatorios celulares
y humorales, tales como GM-CSF, TNF-a, los LT's entre otros (Amrani 2000; Blease et
al., 2000).

La fase crénica en el asma parece ser mas compleja por la adicion de los episodios
inflamatorios agudos que corresponden a las exacerbaciones en la enfermedad. Al mismo
tiempo, todas las células de las vias aéreas, incluyendo las células inflamatorias
incorporadas y células residentes como las epiteliales, fibroblastos y del musculo liso
bronquial, llegan a estar activadas liberando mediadores pro-inflamatorios y factores de
crecimiento que estimulan los cambios estructurales en las vias aéreas (Barnes, 2003), en
donde los eosindfilos siguen jugando el papel principal en esta fase de la enfermedad
(Sampson, 2000; Humbert et al., 2003).

La activacion de las células de las vias aéreas y de otras células inflamatorias en el asma
por mediadores inflamatorios estimula Iai inducciéon de la transcripcion de genes pro-
inflamatorios (Barnes et al., 1998). Entre los principales factores involucrados en ésta se
encuentra el factor nuclear kappa B (NFkB), que regula la expresion de un amplio rango
de genes involucrados en la respuesta inflamatoria (IL-1p, IL-6, IL-8 y TNF-a) activando y
perpetuando la producciéon de mediadores inflamatorios en el asma (Hart et al., 1998; Tak
et al., 2001; Gagliardo et al., 2003).
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Figura 3. Participacion de células y mediadores en la inflamacion en las vias aéreas. Los linfocitos
Th2 orquestan la respuesta inflamatoria de las vias aéreas liberando citocinas que incorporan y activan
células inflamatorias. La degranulacion de estas células ocasiona dario al tejido y la activacion de células
residentes como el epitelio bronquial, fibroblastos y células del musculo liso bronquial, que son fuentes
de citocinas y factores de crecimiento. La interaccion de todos estos componentes produce cambios en
las vias aéreas lo que origina el deterioro de la funcién respiratoria. INOS: Oxido nitrico sintetasa
inducible; COX;: Ciclooxigenasa inducible; ROs: Radicales libres del oxigeno; ME: Matriz extracelular.
(Referencias: Kips, 2000; Yanez, 2000; Barnes 2003, Humbert et al., 2003).



El tratamiento farmacolégico en el asma

El tratamiento farmacologico en el asma se basa principalmente en la administracion de
broncodilatadores y antiinflamatorios. Debido a que la inflamaciéon es una caracteristica
temprana del asma se ha propuesto que los tratamientos antiinflamatorios podrian
empezar tan pronto como la enfermedad sea diagnosticada (Murphy et al., 1997). Las
exacerbaciones agudas en el asma son tratadas principalmente con broncodilatadores.
Los agonistas de los adrenoreceptores-f, son utilizados comiunmente ya que actian
directamente en el muasculo liso de vias aéreas, permitiendo la relajacion por la activacion
de la adenilato ciclasa lo cual aumenta los niveles del monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc) que inhibe la sefalizaciéon de calcio generando la relajacion del musculo (Barnes,
1998; Chung, 2003). De reciente utilizacion se encuentran los anti-leucotrienos. Estos
actuan especificamente en el receptor cys-LT, evitando la unién del LT con su receptor y
la subsecuente obstruccion de las vias aéreas o inhibiendo la sintesis de LT bloqueando a
la 5-lipooxigenasa (5-LO), lo que previene la union del acido araquidonico con la proteina

que activa a la enzima y genera estos mediadores (Chung, 2003).

Los corticosteorides son los principales antiinflamatorios usados en el asma y actuan
disminuyendo la inflamacion por vias intracelulares hasta modular la trascripcion de
factores o mediadores pro-inflamatorios y antiinflamatorios. También reducen la expresion
de citocinas involucradas en la incorporacién y la supervivencia de Ct'élulas inflamatorias
incluyendo eosindfilos, basdéfilos y linfocitos (Barnes, 1998; Chung, 2003). La teofilina, del
grupo de las metilxantinas, es usada en las exacerbaciones agudas en asma. Ademas de
tener efectos antiinflamatorios, ya que inhibe la expresion y liberacién de TNF-a e IL-1p,
tiene una accion débil como broncodilatador por la inhibicion de fosfodiesterasas, que

llevan al incremento del AMPc en el musculo.

La colagena polivinilpirrolidona
La colagena polivinilpirrolidona (C-PVP) o colagena polimerizada es una biofarmaco que
con propiedades antiinflamatorias que ha sido utilizado en el tratamiento de enfermedades

inflamatorias cronicas como las cicatrices hipertréficas y algunas enfermedades



reumaticas como la escleroderma y la artritis reumatoide (Krétzsch-Gomez et al., 1998;
Barile et al., 1998;"Furuzawa-Carballeda et al.,, 2003). La C-PVP es una mezcla de
colagena porcina tipo | peptinizada y PVP que tras ser irradiada con rayos y presenta
propiedades farmacologicas y estructurales diferentes a las de sus constituyentes por
separado (Chimal-Monroy et al., 1998). Hasta ahora, el uso de la C-PVP no produce
ningun efecto adverso y es bien tolerado. Adicionalmente, no estimula la linfoproliferacion,
ni el dafo al ADN, ni genera anticuerpos antiporcino o anti-C-PVP en el humano, ni
disfunciones metabdlicas renales o hepaticas (Furuzawa-Carballeda et al., 2003a).

De la misma forma, la utilizacion de la C-PVP en cicatrices hipertroficas y la escleroderma
disminuye la expresion de moléculas de adhesién (E-selectina y VCAM-1). Asimismo, los
resultados de los estudios clinicos de remodelacién en fibrosis dérmica sugieren la C-PVP
modula cambios en la matriz extracelular, principalmente la colagena, debido a la~~
disminucion en los niveles de IL-1B, TNF-a, TGF-B1 y PDGF (Krotzsch-Gomez et al.,
1998). Por otro lado, la adicion de C-PVP en cultivos de sinovias de pacientes con artritis
induce la modulacion de la expresion de IL-1B, TNF-a, IL-8, ICAM-1, VCAM-1, asi como
también de la ciclooxigenasa-1 (Furuzawa-Carballeda et al., 2002). Debido a la relevancia
de la E-selectina, la VCAM-1, las IL-1B, -8, el TNF-o, el TGF-p1 y PDGF en la
fisiopatologia del asma seria interesante determinar el efecto de C-PVP en la inflamacion
cronica ocasionada por el reto antigénico en cobayos sensibilizados a la ovoalbimina.
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Planteamiento del problema

Como se mencioné anteriormente el asma es una enfermedad de importancia en la salud
publica cuya prevalencia va en aumento. El hallazgo de que el proceso inflamatorio
crénico presente en las vias aéreas de pacientes con asma contribuye a la obstruccion, la
hiperreactividad y la remodelacion de las vias aéreas ha llevado al incremento en el uso

de agentes antiinflamatorios como tratamiento de primera linea en la enfermedad.

En este trabajo se plantea evaluar el efecto de un biofarmaco que ha mostrado
propiedades moduladoras de la inflamacion en procesos cronicos, la C-PVP, en un modelo
de inflamacion cronica de las vias aéreas del cobayo.

Hipotesis
Si el tratamiento de la C-PVP modula la expresion de citocinas pro-inflamatorias, entonces

la administracion de este biofarmaco reducira la inflamacién crénica de las vias aéreas

provocada por retos antigénicos repetitivos en cobayos sensibilizados a la ovoalbimina.

Objetivo general
- Determinar el efecto de la C-PVP sobre la inflamacién crénica de vias aéreas.

Objetivos particulares

«  Desarrollar un modelo de inflamacion cronica generada por retos antigénicos con
aerosoles de ovoalbumina en cobayo sensibilizados para promover la inflamacion en vias

aéreas.

. Observar el efecto de la administracién in situ de C-PVP en el infiltrado celular

inflamatorio y en la expresion de TNF-a en las vias aéreas de estos cobayos.



Material y Métodos

Animales

Se utilizaron cobayos macho raza Hartley con peso aproximado de 350 a 400 g que se
mantuvieron en condiciones convencionales de humedad, temperatura y alimentacion en

el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias.

Esquema de sensibilizacion

En el dia uno, los cobayos fueron inyectados por via intradérmica e intraperitoneal con 1
ml, respectivamente, de solucion salina isoténica (SSI) conteniendo 40 ug de ovoalbumina
(OA) y 1 mg de hidroxido de aluminio como adyuvante (Hargreave et al., 1986). En el dia 8
se reforz6 la sensibilizacién de los cobayos administrandoles OA en aerosol (3 mg/ml
disuelto en SSI durante 15 min). Los aerosoles se generaron con un nebulizador (US-
Bennet CA, EU) que produce particulas de diametro de hasta 9 um (flujo de 2 ml/min). En
el dia 15 los cobayos sensibilizados se colocaron en un pletismégrafo barométrico (Buxco
Electronics Inc., NY, EU), en donde se les administré otro refuerzo con aerosoles de OA (1
mg/ml) durante 1min (Desquand et al., 1990) y se registraron los cambios en su funcion

respiratoria durante 50 min.

Analisis de la funcidn respiratoria

Los registros funcionales se obtuvieron colocando a los cobayos en un pletismografo
barométrico de camara unica para animales en libre movimiento. Este sistema de
pletismografia esta basado en la medicién directa de las fluctuaciones de presion que se
presentan dentro de la camara y las compara con una camara de referencia (Fig. 4).
Dichas fluctuaciones fueron captadas por un transductor de presion diferencial
(SCXLO04DN SenSym, Milpitas, CA, EU), conectado a un preamplificador y éste a su vez
enlazado a una computadora. Los resultados se almacenaron utilizando un programa
especial para el manejo automatizado de los datos (Buxco BioSystem XA, versién 0.9.3,
NY, EU).
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Figura 4. Equipo de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento. En la figura se
muestra a un cobayo dentro de una camara de pletismografia barométrica. Para medir los cambios de
presion en esta camara, se usa de referencia otra que no tiene entradas ni salidas de aire salvo el orificio
donde entra un transductor de presion diferencial que conecta ambas camaras. La sefal es transferida al
amplificador que la conduce amplificada hacia la computadora para su procesamiento.

El pletismografo barométrico cuantifica, entre otras cosas, el indice de broncoconstriccion,
que refleja el grado de obstruccion de las vias aéreas (Hamelmann et al., 1997; Chavez,
1996). Este indice se basa tedricamente en lo siguiente: en la inspiracién, el aire que
ingresa al torax del cobayo aumenta su temperatura y humedad provocando su expansion
por aumento en el volumen. Este fenémeno incrementa la presion de la camara durante la
inspiracion. Sin embargo, cuando el aire del torax es eliminado, este disminuye su
expansion debido a que su temperatura y humedad bajan, disminuyendo la presion en la
camara (Drorbaugh y Fenn, 1955; Epstein y Epstein, 1978). Esta informacién es
procesada por un programa computacional que proporciona el valor del indice de

broncoconstriccion (Fig. 5), que es obtenido con la siguiente formula:

. o _[Te PFE
indice de broncoconstriccion _[Tr -1 ] [—PFI ]

Donde:

Te = Tiempo espiratorio (s)

Tr = Tiempo de relajacion (s)

PFE = Pico de flujo espiratorio (ml/s; presién positiva maxima)
PFI = Pico de flujo inspiratorio (ml/s; presion negativa maxima)
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Figura 5. Esquema de una onda de presion dentro de la camara durante la inspiracion y la espiracion
en un ciclo respiratorio obtenido mediante pletismografia barométrica en un animal en libre
movimiento. El tiempo inspiratorio (Ti), es el intervalo de tiempo ocurrido desde el inicio de la inspiracion
hasta el final de ésta. El Te comprende el siguiente intervalo que inicia desde el final de la inspiracion hasta
el inicio de |a siguiente. El Tr es el tiempo que transcurre entre el inicio de la espiracion hasta que el volumen
corriente caiga al 36% durante la espiracion. El PFE y el PFl se obtienen midiendo la presion positiva y
negativa maximas registradas en un ciclo respiratorio. T: tiempo (s). Tomado de Hamelmann et al., 1997

Debido a que este indice es calculado por el programa en cada una de las respiraciones,
los valores evaluados en este estudio se obtuvieron mediante el promedio de los ultimos 5
min registrados en periodos de 10 min estudiados. El indice de broncoconstriccion es un
parametro empirico que ha sido empleado para caracterizar las respuestas obstructivas de
las vias aéreas ante un estimulo antigénico en cobayos inmunizados (Chand et al., 1993).
En estos estudios se ha visto que cuando existe obstruccién de las vias aéreas, la
espiracion es mas prolongada incrementando el valor del indice de broncoconstriccion

(Chand et al., 1993; Hamelmann et al., 1997).

En el dia 25 los animales sensibilizados fueron colocados nuevamente en el pletismografo,
donde después de un periodo de habituacion de 5 min, se inicié el registro tomando un
indice de broncoconstriccion basal de cada animal. Posteriormente se le dio un reto con
OA en aerosol (0.5 mg/ml) por 1 min y se registro el indice de broncoconstricciéon maximo
alcanzado durante 50 min. Este esquema de sensibilizacion se siguié los dias 35, 45, 55y
65. De acuerdo al plan de sensibilizacién, la inhalacién de OA debié inducir que se
triplicara el indice de broncoconstriccion basal de los cobayos desde el dia 15, por lo tanto



en el dia 25 solo los animales que siguieron triplicando sus valores basales fueron

requeridos para entrar al protocolo.

Administracion de la C-PVP

Los cobayos que presentaron broncoconstriccion después del reto en el dia 25 se
dividieron al azar en los siguientes grupos:
Un grupo control sensibilizado al que se le administraron aerosoles de SSI (n= 5).
Tres grupos experimentales que recibieron las siguientes dosis de C-PVP diluidas en 10
ml de SSI:

1.4 mg de C-PVP/ml (n= 4)

2.8 mg de C-PVP/ml (n=5)

5.6 mg de C-PVP/ml (n=5).
Un grupo tratado con el vehiculo de la C-PVP, el amortiguador de citratos (0.1 mM, n= 5)
también diluido en SSI.
Un grupo adicional de cobayos (n= 5) no sensibilizados y no tratados con peso
aproximado al de un animal sensibilizado dia 65 (650-700 g) utilizado como grupo
comparativo.
Los farmacos se administraron en forma de aerosol durante 3 min cada 5 dias a partir del
dia 25 y hasta el dia 60. En los dias en que coincidia el reto con la OA y la administracién

del farmaco, éste ultimo se administrd después de concluido el registro pletismografico.

Lavado bronquioalveolar (LBA) y conteo celular.

Una vez terminado el registro del dia 65, los animales fueron anestesiados profundamente
con una sobredosis de pentobarbital sodico (28 mg/kg). A continuacion se introdujeron 5
ml de SSI estéril a 37°C a través de un tubo endotraqueal y fueron recobrados lentamente
1 min después. Esta accién se repitid nuevamente y el lavado recobrado se mezcld con el
primero. El LBA total fue centrifugado inmediatamente (1500 rpm por 10 min a 4°C) en una
centrifuga (Hettich-Zentrifuge, Tultlingen, Alemania) y el boton celular obtenido fue

resuspendido en 1 ml de SSI.

Para establecer el nimero total de células en el LBA, se tomaron 10 pl de la suspensién

celular y se colocaron en 40 pl de azul de tripan al 0.4%. Se obtuvieron 10 pl de esta
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mezcla y se depositaron en una camara de Neubauer para realizar el conteo directo de las
celulas en 25 cuadros. El valor obtenido se multiplicé por el factor de dilucion (5) y
después por el factor de la camara (10,000), obteniendo asi el nimero de células por
mililitro de LBA. Posteriormente, el nimero de células contadas se ajusté a 1 x 10° células

por mililitro adicionando SSI.

El conteo diferencial celular se realizd mediante preparaciones del LBA en laminillas.
Inicialmente se colocaron 50 pl del LBA, ya ajustado a un millén de células por mililitro, en
una citrocentrifuga (Wescor Cytospin, EU) para realizar un frotis celular. Después se
tiieron las células utilizando la técnica de Romanowsky. Esta tincion se realizo en la
misma citocentrifuga utilizando una mezcla de violeta y azul de metileno con eosina (como
colorantes principales) para dar las siguientes tonalidades: nicleo en purpura, eritrocitos
en rosa, granulos de neutrofilos en purpura y granulos de eosindfilos en rosa-naranja
(Romanowsky, 1981, 1981a). Se contaron un minimo de 200 células, sin incluir eritrocitos,

con un microscopio de luz a 100x.

Inmunohistoquimica

Después del LBA, se obtuvo el bloque cardiopulmonar de todos los cobayos y se perfundid
con formol al 10% en amortiguador de fosfatos. Se conservéd el pulmén izquierdo para
incluirse en parafina y del cual se realizaron cortes histolégicos para observar los cambios
en la expresion de TNF-a utilizando la técnica de inmunohisthuimljca. Para esto, los
cortes de tejido de 3 pm de grosor, se colocaron en laminillas o portaobjetos con silano.
Se desparafinaron a 60°C durante 20 min y se pasaron por xilol, etanol absoluto, etanol
96% y agua destilada por 5 min respectivamente para su rehidratacion. Se realizé la
recuperacion antigénica con solucion amortiguadora por 20 min y se colocaron a
temperatura ambiente. Se bloqued la peroxidasa endégena preincubando los cortes con
una solucion de H,;0; al 3% en metanol y en una camara humeda por 20 min, protegidos
de la luz y a temperatura ambiente. Los tejidos fueron bloqueados con suero de cerdo al
2% en solucion de HEPES, calcio y sodio (HCN: HEPES 0.1 M, NaCl 0.15 M, CaCl;
0.0026 M) por 30 min para cubrir los sitios inespecificos. Se anadi6 el anticuerpo policlonal
de raton anti-TNF-a diluido en 1:400 con solucién de HCN y se incubd por 2.5 h. A

continuacion, se lavo 3 veces con solucion HCN-tween al 0.05%. Se anadié un segundo
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anticuerpo IgG anti-conejo biotinilado, diluido en 1:?00, y se incubo por otra hora. Se
detuvo la reaccion lavando 3 veces con solucion HCN-Tween (0.05%), y se incubd con el
complejo AB/HRP diluido en 1:150 durante 30 min. Para revelar se utilizé una solucion de
diaminobencidina (DAB) en HCN con H,0O; al 0.04% (0.004 g DAB, 10 ml HCN, 4 ul H,0,)

por 30 min. Finalmente, los cortes fueron contratenidos con hematoxilina.

El andlisis de la expresion de TNF-a se obtuvo contando en 6 campos al azar a 100x, el
namero total de macréfagos, granulocitos (neutréfilos y eosindfilos) y células epiteliales.
De estas células, se evaluaron las células con marca de la peroxidasa, obteniendo asi el
porcentaje de células inmunoreactivas que expresaban TNF-a. Para este andlisis, se
decidié6 comparar solo al grupo donde se observé mas efecto de la C-PVP en las cuentas
celulares (5.6 mg/ml) con los grupos control de animales sensibilizados y no sensibilizados

y el grupo del vehiculo.

Farmacos

Todos los reactivos y farmacos, salvo los que se indican adelante, se obtuvieron de Sigma
(Saint Louis, EU). El hidroxido de aluminio fue adquirido a J.T. Baker (NJ, EU), el
pentobarbital sédico a Pfizer (Edo. de México, México), la solucion salina isoténica a
Baxter (Mor., México), los colorantes para la tincion de Romanowsky a Wescor Cytospin
(CA, EU), los antiFuerpos a Santa Cruz Biotechnology (CA, EU), el complejo AB/HRP y la
solucion amortiguadora a Dako (CA, EU) y el metacril-oxipropil-trimetoxisilano (silano) a
ICN (CA, EU). El amortiguador de citratos y la C-PVP (Fibroque/™?) fueron donados por
Aspid S.A. de C.V., Division Pharma (D.F., México).

Anaélisis de datos

Los resultados se evaluaron mediante analisis de varianza de una via y la significancia
estadistica entre los grupos se obtuvo con pruebas de comparacion multiple de Dunnett.
Para otras comparaciones se utilizo la prueba t de Student para muestras no pareadas
segin se requiriera. Los valores de p<0.05 bimarginal fueron considerados como
estadisticamente significativos. Los resultados que aparecen en el texto y en tablas

corresponden al promedio t el error estandar.
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Resultados

Analisis de la broncoconstriccion

Todos los animales sensibilizados con OA presentaron broncoconstriccién cada vez que
se les administré el reto antigénico. En el grupo control, el indice de broncoconstriccion
maximo observado después del reto del dia 25 se incrementé en alrededor de 6 veces en
comparacion al valor basal obtenido antes del reto (n=5, Fig. 6). En los retos
subsecuentes, esto es los de los dias 35 al 65, las repuestas al alergeno de este grupo no
fueron significativamente diferentes a las del dia 25 (Fig. 6). Ninguna dosis de C-PVP ni el
vehiculo modificaron la respuesta al alergeno en comparacion al grupo control en todo el
estudio (Fig. 6, tabla I).

Dias en el esquema de sensibilizacion

Grupo 25 35 45 55 65
Control  n=5 794512347 886.1%275.8 5034757 557.0 + 98.1 4411+ 1263
1.4 mg/ml C-PVP
& 4336+78.2 793.9£270.4 4966 £ 72.5 4450+ 54.2 4089+ 579
ns
2.8 mg/ml C-PVP
" 590.6 £217.4 5943+ 1086 213.1 £ 481 607.4 £ 18.9 364.2 £ 57.5
n=
5.6 mg/ml C-PVP
g 402.4 £91.2 518.9+ 117.9 314.9+79.1 5535+ 1736  4284+27.2
n= |
Vehiculo n=5 543.3+1852 678.1x17.2 3782+949 49112034 499311137

Tabla I. Porcentaje del indice de broncoconstriccion maximo alcanzado después de la administracién del
reto a OA en diferentes grupos de animales sensibilizados.
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Figura 6. Efecto de la C-PVP en el indice de broncoconstriccion maximo producido después del reto

con OA en animales sensibilizados.
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Conteo celular total y diferencial

En el conteo celular total del LBA se observd que el nimero células por mililitro fue
significativamente mayor (p<0.05) en animales control sensibilizados con OA (4.19 +
0.643 x 10°, n=5) que en los animales no sensibilizados y no tratados (2.08 + 0.33 x 10°;
n=4; Fig 7). En los animales tratados con la C-PVP y con el vehiculo se aprecia una
disminucién no significativa del nimero total de células por mililitro en comparacién al
grupo control sensibilizado: 1.4 mg/ml: 3.07 + 0.54 x 10° (n=4), 2.8 mg/ml: 3.37 + 0.38 x
10°% (n=5) y 5.6 mg/ml de C-PVP: 3.25 + 0.5 x 10° (n=5), y vehiculo: 3.77 x 10° + 629622
(n=5).

La comparacion de los conteos diferenciales mostré que el tipo celular mas abundante en
el LBA de un cobayo no sensibilizado fueron los macréfagos > eosindfilos > linfocitos >
neutrofilos. Los macrofagos del LBA de animales sensibilizados, aunque siguieron siendo
el tipo celular mas frecuente, disminuyeron de manera significativa con respecto a los
cobayos no sensibilizados (p<0.01). En este grupo, los eosindfilos se incrementaron
también de manera significativa (p<0.01). En conclusion, los conteos diferenciales de los
animales sensibilizados se distribuyeron de la siguiente manera: macrofagos >

eosinodfilos > neutréfilos > linfocitos (Fig. 8, tabla II).

Grupo Macrofagos x10°  Eosindfilos x10°  Neutrofilos x10°  Linfocitos x10°
(células/ml)

No sensibilizados 703 %26 96+25 76:07 7926
Sonsibiiizadion 400+26"  299:42% 116+ 2.0 105+ 1.4
1.4 mg/ml C-PVP 51.9+1.07 251422 102+3 87x07
28 mgimiC-Pvp 51568 238154 88+2.1 9111
56mgimlC-PvP  617£29% 162425 6.9+ 1.1 10.3£0.9
Velilciilo 45.8 £ 0.5 289123 105+ 0.5 98+16

Tabla Il. Conteo diferencial del nimero de células en el LBA en los diferentes grupos estudiados. **p<0.01
con respecto al grupo no sensibilizado. §p<0.05. §§p~={3|.{}‘1 con respecto al grupo control sensibilizado.

Con respecto a las cuentas diferenciales de los animales tratados con C-PVP, en el

grupo de 5.6 mg/ml, las cuentas diferenciales mostraron un aumento significativo en el
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nimero de macrofagos (p<0.01; Fig. 9; tabla Il) y una disminucion significativa del
nimero de eosinéfilos (p<0.05), ambos con respecto al grupo control de animales
sensibilizados. En el grupo tratado con el vehiculo no se observd ningun cambio

significativo en los conteos diferenciales.
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Control sin sensibilizar
M Control (sensibilizado)
B venhicuo

(IMMMD- 1.4 mg/mi c-pvP
(a) (b) RRRK 2.8 mg/ml C-PVP

2 5.6 mg/ml C-PVP

(0]
J

N
I
1

Numero de células por mi
(10°
N

Grupos Grupos

Figura 7. Conteo celular total en el lavado bronquioalveolar. (a) Comparacion entre el grupo control de
animales no sensibilizados y el grupo sensibilizado a la OA, (b) Comparacion entre los grupos de animales
sensibilizados y tratados con C-PVP o con el vehiculo. *p<0.05.
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Expresion de TNF-a

La sensibilizacién de los cobayos a la OA durante 65 dias incrementé significativamente
la expresion de TNF-a en macrofagos, granulocitos y células epiteliales de las vias
aéreas en comparacion a los animales no sensibilizados (p<0.01; Fig. 10). El tratamiento
con la C-PVP (56 mg/ml) redujo significativamente la expresion del TNF-aen
granulocitos y macrofagos (p<0.01 y p<0.05, respectivamente) en comparacion a los
animales control sensibilizados y al vehiculo (p<0.05; Tabla Ill y Fig. 11). Sin embargo,
en el epitelio no se observa disminucion en la expresion de TNF-a en este mismo grupo.

En los animales tratados con el vehiculo no se observo ningtin cambio significativo.

Grupo Macrofagos (%) Granulocitos (%) Células epiteliales (%)
No sensibilizado 307+ 76 274+ 93 214+ 52
Sensibilizado 708 +6.1% 669 £ 5.7° 824159
5.6 mg/ml G-PVP 31.7+43" 334+6.2°1 59.7+11.7
Vehiculo 55.6 + 10.7 6195 73.1+16.8

Tabla lll. Efecto de la C-PVP en la expresion de TNF-a. $p<0.01, con respecto al control no sensibilizado.
*p<0.05, **p<0.01 con respecto al control sensibilizado y 'p<0.05 al vehiculo.
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Discusion

El reto con aerosoles de OA provoco broncoconstriccion en los cobayos sensibilizados a
partir del dia 25 y en los retos subsecuentes; ademas, al final del estudio se observé un
incremento en el infiltrado celular total de las vias aéreas del cobayo, especialmente de

eosinofilos.

En otros estudios en cobayos el infiltrado celular inflamatorio (macréfagos, eosindfilos,
neutréfilos), se ha visto aumentado desde las primeras horas después del reto antigénico
(Hoshino et al., 1989; Walls et al., 1991; Adachi et al., 1993; Santing et al., 1994; Takeda
et al., 1997) y en el caso de los eosindfilos, se inicia a los 30 min y puede observarse 96
h después (Hoshino et al., 1989). En pacientes con asma, se ha propuesto que el
incremento en el numero de eosindfilos en el LBA y la sangre se correlaciona con dafo
epitelial y con cambios estructurales de las vias aéreas que ocurren cuando la
enfermedad es cronica, debido a la secrecion de varios mediadores pro-inflamatorios
(Yanez et al., 2000; Bousquet et al., 2000; Humbert et al., 2003; Barnes, 2003).

Los eosindfilos se consideran perjudiciales en el asma por la liberacion de productos
altamente toxicos: la MBP, la EDN, la ECP, la EPO y los radicales libres del oxigeno
(Marone, 1998; Barnes, 2003). Ademas de éstos, los eosindfilos liberan o}ros mediadores
inflamatorios como los LT, citocinas Th2 y algunos factores de crecimiento. Estos
productos contraen el muasculo liso de las vias aéreas, incrementan la permeabilidad
vascular e inducen la hiperreactividad (Barnes, 2003; Humbert et al., 2003). Debido a su
capacidad para amplificar las respuestas inflamatorias y danar al tejido, la inhibicién de la
eosinofilia podria ser una alternativa terapéutica para controlar el asma. En este estudio
se observo que el tratamiento con la dosis mas alta (5.6 mg/ml) de C-PVP revirtid el
incremento en el nimero de eosindfilos en el LBA generado por los retos repetitivos con

aerosoles de OA en animales sensibilizados.

Recientemente se ha visto que la inhibiciéon de la eosinofilia y de la IL-5, la principal
citocina involucrada en la produccién, diferenciacion, maduracién y activacion de

eosindfilos, no afecta la respuesta hacia el alergeno (Corry et al., 1996; Leckie et al,,

33



2000; Barnes, 2003; Virrey et al., 2003); lo cual coincide con nuestro resultado donde
observamos que pesar de la disminucién de eosinoéfilos los cobayos siguen respondiendo

al reto antigénico.

En el conteo celular diferencial del LBA, la sensibilizacion con OA disminuy6 el nimero
de macrofagos en comparacion a los animales no sensibilizados. Normalmente la
poblacién de macréfagos es la mas abundante dentro del infiltrado celular existente, ya
que se encargan principalmente de fagocitar y eliminar elementos extranos, y se pueden
encontrar incrementados o disminuidos de acuerdo con el estimulo (Barnes, 2003).
También se sabe que los macréfagos participan en la produccion, movilizacion,
activacion y regulacion de todas las células efectoras inmunes (Rosenberg et al., 1998).
La contribucion de los macrofagos en el asma es amplia pues liberan una extensa
diversidad de mediadores que no solo participan en la inflamacidn, sino también en el
restablecimiento y reparacion de los tejidos. Después del reto con el alergeno, los
macrofagos suelen aumentar lentamente su nimero dentro de la primera hora (Toward et
al., 2004), hasta incrementarse ain mas en las 24 h siguientes al reto. En otro trabajo en
cobayos con un esquema similar de retos antigénicos (Sanchez, 2004) y donde los
lavados se realizaron hasta 24 h después del tltimo reto, la poblacion de macréfagos no
se modificé en comparacion al del grupo de cobayos no sensibilizados. En este trabajo,
la realizacién de los lavados fue entre 2 a 3 h después del ultimo reto. La disminucién de
macrofagos que o’bservamos posiblemente se deba a la incorporacion inicial de
eosindfilos, siendo los mas abundantes dentro del infiltrado celular inflamatorio;
probablemente los macréfagos aumentarian lentamente su numero dentro de las horas

subsiguientes.

En los animales no sensibilizados, observamos un infiltrado celular compuesto
principalmente por macréfagos, seguido de eosindfilos en menor cantidad (7:1), linfocitos
y neutréfilos. En este trabajo, el tratamiento con la C-PVP elevé el numero de
macrofagos a un nivel similar al observado en los animales no sensibilizados. Los
macréfagos pueden aumentar o disminuir la inflamacién dependiendo del estimulo al que
son sometidos (Abbas et al., 2000; Humbert et al., 2003). Una manera de conocer si los
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macrofagos actian a favor o en contra del proceso inflamatorio, es evaluando el tipo de

citocinas que expresan.

El TNF-a es una citocina que estimula la incorporacion y la activacion de leucocitos a
través de la induccion de la expresion de moléculas de adhesién en el endotelio vascular
y la sintesis de quimiocinas y citocinas (Abbas et al., 2000; Kips, 2001). La concentracion
de este factor aumenta al iniciar el reto con el alergeno y es liberado principalmente por
macrofagos, entre otras células (Taube et al, 2003a). En estudios con ratones
deficientes al receptor de TNF-a, cuando se les retaba con el alergeno, disminuia la
incorporacién de eosindfilos en el LBA en comparaciéon con los animales normales
(Taube et al., 2003). En pacientes con asma se han detectado altos niveles de TNF-a en
agregados mucosos, LBA y biopsias, y se le relacionaba principalmente con las crisis
agudas (Kips, 2001). En el muasculo liso de las vias aéreas, la estimulacion con TNF-a
ocasiona cambios en su fenotipo, haciendo que éste se active y secrete varios tipos de
citocinas y quimiocinas, asi como la expresién de moléculas de adhesién en su superficie
(Amrani et al., 1999, 2000). Ademas, en este tipo de células el TNF-a ocasiona cambios
en la expresion de receptores y de sefiales intracelulares de la contraccion, lo que puede

ocasionar la hiperreactividad (Amrani et al., 2000; Adner et al., 2002).

Una caracteristica importante del TNF-a es que amplifica la fespuesta inflamatoria a
través de la activacion del factor nuclear kappa B (NFkB), la proteina activadora-1 (AP-1)
y otros factores de transcripcién (Barnes, 2001). Entre estos factores, el NF-kB es
claramente uno de los mas importantes reguladores de la expresion de genes pro-
inflamatorios pues promueve la sintesis y la liberacion de citocinas, como por ejemplo el
TNF-a, y las IL-1B, IL-5, IL-6 e IL-8 (Holgate, 2000; Tak et al.,, 2001) asi como la
expresion de enzimas pro-inflamatorias del tipo de la COX; y la iNOS (Barnes, 2003; Tak
et al., 2001). La activacion del NFxB incrementa la expresién de moléculas como E-
selectina, VCAM-1 e ICAM-1, permitiendo la adhesion y la migracién de leucocitos;
ademas también inhibe la apoptosis de células debido a que regula la expresién de
genes anti-apoptoticos lo que genera la persistencia de la inflamacion (Tak et al., 2001).

Se ha senalado que la activacion del NF-xB esta incrementada en células epiteliales y en
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macrofagos en las vias aéreas de individuos con asma, lo que permite que se perpetie
inflamacion (Barnes et al., 1998; Hart et al., 1998). '

En este estudio se observd que en animales sin sensibilizar, la expresién de TNF- « en
las células estudiadas es de ~25 %, y que la sensibilizaciéon causé un importante
incremento en la expresion de este factor en epitelio, macréfagos y granulocitos. Los
animales tratados con 5.6 mg/ml de C-PVP presentaron una disminucién importante en la
expresion de TNF-a en granulocitos y macréfagos, no asi en epitelio. Este hallazgo
concuerda con la modulacién de este factor por la C-PVP observada en otras
enfermedades cronicas (Krotzsch-Gomez et al., 1998; Furuzawa-Carballeda et al., 2002).
Los agentes que bloguean citocinas tales como TNF-a e IL-13, también limitan la
activacion del NF-xB e inhiben la cascada inflamatoria (Tak et al., 2001), situaciéon que
podria darse en el caso de los animales tratados con C-PVP donde se podria especular
como en el caso de otras enfermedades cronicas, que la C-PVP modula la expresion de

factores pro-inflamatorios a nivel del NF-xB (Furuzawa-Carballeda et al., 2002).

El aumento obtenido en el nimero de macréfagos del LBA por el tratamiento con la C-
PVP podria ser perjudicial, pero debido a que la mayoria de los macrofagos de los
animales tratados con C-PVP no expresan cantidades importantes del TNF-a, en los
cortes histolégicos de las vias aéreas, esto nos pudiese indicar que estos macréfagos no

tienen actividad pro-inflamatoria.

En el caso de las células epiteliales de las vias aéreas, éstas mostraron una alta
expresion del TNF-o debido a la sensibilizacion créonica. En este sentido, se ha
establecido que el epitelio activado puede crear un microambiente que lleva a los ciclos
cronicos de inflamacion y dano impidiendo el restablecimiento de las vias aéreas,
participando activamente en la respuesta inflamatoria en asma (Davies et al., 2002;
Cromwell et al, 1992; Bousquet et al., 2000; Barnes, 2003). La realizacion del LBA
después del reto, podria ocasionar la liberacion del TNF-a de forma aguda por parte de
las células epiteliales. El tratamiento con C-PVP no disminuyd este efecto en los

animales sensibilizados.
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En resumen, la C-PVP tiende a disminuir la incorporacion de eosindfilos y regular la
expresion de TNF-a en las vias aéreas después del reto. Los eosindfilos, principales
células involucradas en la fisiopatologia en asma, se observaron notablemente
disminuidos en el LBA, lo que probablemente podria estar reduciendo el dano a las vias
aéreas que provocan los productos toxicos de estas células. La expresion del TNF-«, en
macréfagos y granulocitos de las vias aéreas parece estar regulada por la C-PVP y esto
podria ser la causa de la disminucién en la incorporacion de eosindfilos. En conclusion,
se necesitan mas estudios en un futuro para determinar el efecto general de la C-PVP en
la inflamacién crénica de las vias aéreas y su posibilidad de su uso como unidad

terapéutica en el asma.
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