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RESUMEN

El asma es un padecimiento que se caracteriza principalmente por la dificultad
del paso de aire a través de las vias aéreas. La etiologia no es clara aun, sin
embargo se ha encontrado que los factores ambientales y genéticos influyen en
su incidencia. Durante el proceso de esta enfermedad intervienen proteinas
inflamatorias (quimiocinas) asi como antiinflamatorias (la citocina TGF-f
principalmente). En recientes estudios se ha encontrado que el promotor del
gen de TGF-B posee sitios de union para el factor de transcripcion YY1, y en
otros estudios se ha demostrado que el promotor de TGF- al tener un
polimorfismo en la posicion C-509T, YY1 induce la sobreactivacién de TGF-p.
El propodsito del presente trabajo fue informar los hallazgos encontrados en los
ratones de la cepa BALB/c, como modelo de asma con diferentes grados de
severidad de la enfermedad. Los ratones BALB/c con ovoalbumina desarrollan
respuesta alérgica, con ayuda ademas del adyuvante hidroxido de aluminio
(alum). El grado de respuesta alérgica que presentan se observa mediante la
preparacion y tincion de los tejidos pulmonares obtenidos de esos animales.
Los resultados del andlisis de las tinciones en los microarreglos de tejidos
mediante inmunohistoquimica muestran que, el factor de transcripcion YY1 se
encuentra elevado de manera significativa en el tejido pulmonar de los ratones
que recibieron OVA como alergeno, en comparacion con los grupos control que
solo recibieron SS; ademas de que la citocina TGF- también esta presente,
mostrando que la relacidn entre la expresion de ambas proteinas es directa y

sugiere que tienen influencia en la patogenia del asma.



INTRODUCCION

El asma es una compleja entidad caracterizada fisiologicamente por una
obstruccion variable al fluo aéreo y patolégicamente por multiples
anormalidades de la via aérea, en su epitelio, lamina propia y submucosa. Esta
es una enfermedad crénica muy frecuente en el ser humano, que representa un
grave problema de salud publica. Se estima que la prevalencia del asma en el
mundo varia ampliamente, desde menos del 5% de la poblacién en Grecia e

Indonesia, hasta mas del 25% en Australia y Nueva Zelanda.

En México es una de las 10 primeras causas de utilizacion de los servicios de

salud, especialmente los de urgencias y de consulta externa .

Aun sin conocer con certeza la magnitud del problema, se puede decir que el
asma representa una importante pérdida econdmica y de calidad de vida para
los millones de pacientes que la sufren y para el sistema de salud. El asma se
presenta en cualquier sexo, edad, o nivel socioecondmico, pero afecta
mayormente a los nifios con antecedentes de atopia (predisposicién genética
hacia algun alergeno presente de forma inocua en el ambiente). La
investigacion biomédica ha facilitado avances importantes en el conocimiento
de los mecanismos patogénicos del asma y ha dado lugar a avances
terapéuticos que han tenido un impacto significativo en el manejo y control de
la enfermedad. Sin embargo, el numero de asmaticos continia aumentando y
no se ha eliminado una proporcion de la incidencia y prevalencia de asma que

corresponde a enfermedad grave y de dificil manejo.

La etiologia del asma es compleja y multifactorial. Estan involucradas
interacciones entre los factores genéticos y los estimulos ambientales. La
mayoria de los datos acerca de la patogénesis de esta enfermedad refiriéndose
a asma atipica, es el desequilibrio entre el fenotipo Th-1 (inmunidad mediada
por células) y el Th-2 (inmunidad mediada por anticuerpos). La genética, el
ambiente intrauterino, la dieta materna e infantil, infecciones respiratorias,

ocupacion y exposicion al medio ambiente, todo lo anterior contribuye a que se



pierda este delicado equilibrio. La manera en la cual todos estos factores
convergen para determinar la reaccidn del sistema inmune de un sujeto
determinado da como resultado inflamacién y remodelacion de vias aéreas.
Los principales factores que favorecen un fenotipo Th-2 finalmente conducen a

la atopia.

El asma es en su mejor definicion un sindrome, con una via comun de dafio y
remodelacion, cuya etiopatogenia incluye multiples mecanismos. Durante el
proceso de esta enfermedad intervienen proteinas inflamatorias (quimiocinas)
asi como antiinflamatorias (la citocina TGF-B principalmente). En recientes
estudios se ha encontrado que el promotor del gen de TGF-B posee sitios de
unién para el factor de transcripcion YY1, y en otros, se ha demostrado que el
promotor de TGF-B al tener un polimorfismo en la posicion C-509T, YY1 induce
la sobreactivacion de TGF-B. Por lo tanto, es importante considerar si el factor
de transcripcion YY1 se encuentra en relaciéon directa con el grado de
severidad del asma y ademas, si existe alguna relacion entre la expresion de la

citocina TGF- y el factor de transcripcion YY1.



MARCO TEORICO
1. Historia

El conocimiento de los factores que podian explicar las manifestaciones
asmaticas se fue acumulando gracias a las experiencias de varios autores.
Friedrich Hoffmann, quien hablé de los “miasmas” o rarefacciones del aire
presentes en el momento en el cual los pacientes sufrian sus crisis asmaticas.
Armand Trousseau (1801-1867) describié crisis asmaticas en pacientes
después de estar expuestos a animales domésticos, acompafadas de otros
sintomas como renorrea y lagrimeo, y su posterior alivio al emplear sustancias
como el estramonio y la inhalacién de diversos vapores de éter o nitrato de
potasio. Charles Blackley (1820-1900) realiz6 experimentos con diferentes
sustancias aromaticas organicas como el benceno y con diversos polenes con
los cuales consiguié provocar crisis asmaticas y rinitis alérgica. En muchos
casos, observo que esta sintomatologia ocurria frecuentemente en personas
que vivian en ambientes rurales y de bajo nivel socioeconémicos,
frecuentemente expuestas a estos estimulos. El término alergia fue acufado
por primera vez por el austriaco Clements von Pirquet, como un estado de
hipersensibilidad que se desencadena por la exposicion a una sustancia en
particular y que las subsecuentes exposiciones a la misma sustancia podian
suscitar sintomatologia de una crisis asmatica. El estudio de la gravedad de
dichas exposiciones se reflejo en los experimentos de Charles Robert Richet y
de Paul Portier, quienes reportaron reacciones alérgicas letales después de
exponer animales de laboratorio a extractos de anémonas marinas ©). Estas

reacciones las conocemos hoy en dia como anafilacticas.

La estructura de la histamina fue descubierta en 1907 por Adolf Windaus y Kart
Vogt y se develd su papel en la permeabilidad vascular y a la respuesta
inflamatoria. Henry Hyde Salter (1823-1871) pudo describir las caracteristicas
microscopicas de las expectoraciones de los asmaticos, al encontrar

numerosas células inflamatorias: los eosinofilos .



Posteriormente, sus caracteristicas de coloracién microscépicas y su papel en
el sujeto asmatico fueron estudiados por Paul Eherlich y Heinrich Curshmann,
quien describid sus famosas espirales o “moldes” frecuentemente expectorados
por los sujetos asmaticos los cuales, durante un tiempo, tuvieron importancia

en el diagnéstico del asma bronquial.
2. Epidemiologia

Los estudios epidemioldgicos del asma demuestran una gran variabilidad
geografica entre diferentes paises, con independencia de su nivel de
desarrollo, y entre distintas poblaciones de un mismo pais. Este aumento de la
prevalencia ha sido mas importante en los ultimos 20 afos, en especial en la
poblacion infantil, pero hasta ahora no hay suficientes datos que expliquen las
posibles causas de este incremento, el porqué de las variaciones en las
diferentes poblaciones, ni el impacto de los diferentes consensos y guia de
manejo “. Sin embargo, los datos disponibles orientan a una mayor
prevalencia en zonas industrializadas, probablemente por los cambios en los
habitos de vida y por factores ambientales como contaminantes y exposicién a
alergenos, pero aun existen muchas diferencias entre poblaciones que no
pueden ser explicadas®. Asi pues, durante la década pasada se ha visto un
alarmante incremento en la prevalencia, morbilidad y mortalidad por asma,
especialemente en la poblacion infantil y en adultos jévenes. Se calcula que
hay una poblacion mundial cercana a los 150.000.000 individuos que
presentan la enfermedad; la misma que con frecuencia puede ser severa e
incapacitante y a veces fatal (150.000 muertes por afio), por lo que constituye

un serio problema de salud publica (.
3. Etiologia

La etiologia del asma es multifactorial. Uno de los principales aspectos es la
atopia, la cual se define como la predisposicion genética del individuo ©®7 g
inducir una respuesta de hipersensibilidad mediada por IgE a factores
ambientales como los alérgenos que son antigenos no parasitarios inocuos

para la mayoria de la poblacién ® Esta respuesta se ve exacerbada por la



contribucion de factores de tipo no alergenillos como la dieta materno-infantil,
infecciones respiratorias, contaminacion ambiental y estado ocupacional(g). El
desarrollo clinico del asma es un proceso complejo, tomando en cuenta la
existencia de una predisposicion genética del individuo a la sensibilidad al
alergeno y el desequilibrio entre la inmunidad celular (Th1) y la inmunidad
humoral (Th2).

Factores de crecimiento fibrogénicos

En los ultimos afos se han adelantado muchas investigaciones sobre los
factores de crecimiento fibrogénicos en el asma; en numerosos trabajos se ha
encontrado expresiéon aumentada de Factor de crecimiento insulinico tipo 1
(IGF-1), factor de crecimiento epidérmico (EGF) vy Factor transformante de
crecimiento (TGF-B) tanto en especimenes de biopsia bronquial como en BAL

1011, La expresion de TGF B guarda correlacién

(Lavado Bronquio Alveolar)'
con el grado de fibrosis subepitelial 'y esta significativamente aumentada en
los pacientes con asma severa o grave Yy los infiltrados eosinofilicos

prominentes.
4. Patogenia

En la década pasada se realizaron grandes desarrollos en la percepcion del
asma como una enfermedad inflamatoria del bronquio. Un gran avance
tecnologico se presentd cuando se pudieron obtener muestras de vias aéreas
de pacientes con asma de intensidad variable, por medio de la aplicacién de la
fibrobroncoscopia. El analisis de células y de mediadores en el lavado
broncoalveolar y la aplicacibn de técnicas inmunohistoquimicas y de
microscopia electronica a los especimenes de biopsia confirmaron que el
mastocito y el eosindéfilo parecen ser las principales células efectoras de la
inflamacion, tanto en la enfermedad alérgica como en la no alérgica '), La
aplicacion de la metodologia basada en ARN y los métodos mejorados de
deteccion de mediadores han proporcionado evidencias de que la
sensibilizaciéon inicial y la subsiguiente expansion de las poblaciones de

mastocitos y de eosindfilos resultan de la liberacion de citocinas especificas



(%) que son liberadas por linfocitos Th2

codificadas en el cromosoma 5q
activados en la forma alérgica del asma, la no alérgica o intrinseca (1) Estas

incluyen IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF e IL-13.

......

patogenia de la enfermedad:
4.1 Linfocito T

El linfocito T proviene de las células progenitoras CD34 de la médula ésea,
migra al timo en donde completa su maduracion bajo la accion de hormonas
timicas y, luego, sale a la circulacion ya preparado para reaccionar en forma
adecuada a la presentacion de antigenos y con su receptor CD3 de membrana
que lo caracteriza, para convertirse en linfocito CD4 ayudador (cooperador) o
linfocito CD8 supresor/citotoxico.

Existen dos tipos de linfocito T CD4 que se diferencian por el patrén de
citocinas que producen:

* TH1: cuyo inductor mas importante es la IL-12; estos linfocitos son
capaces de liberar IL-2 e IFNy.

& TH2: inducido por concentraciones titulares elevadas de IL-4 liberada por
otros linfocitos CD4, mastocitos y basodfilos. Sintetizan citocinas claves en la
respuesta alérgica como la IL-4 y la IL-13 que inducen la sintesis de IgE por los
lincitos B y es responsable de los niveles aumentados de esta inmunoglobulina
(1617 La IL-5 juega un papel muy importante en el asma bronquial a inducir la
proliferacion y la activacion de los eosindfilos, disminuyendo su apoptosis y
facilitando su migracion hacia el tejido bronquial. El linfocito TH2 también
produce otras citocinas como IL-9, IL-11, GM-CSF e IL-10, asi como
quimiocinas como RANTES, MIP-1 y MCP3 (1819),

4.1.1 Funcion del linfocito TH2 en la iniciacion y persistencia de la inflamacion

alérgica

La funcion del TH2 no se limita a la induccion de la produccién de IgE y a la

activacion de los eosindfilos, sino que involucra muchas otras células como



mastocitos, basdfilos, células epiteliales, endoteliales, musculares y
glandulares. La interacciéon de un alergeno con la IgE especifica en la
membrana del mastocito conlleva a su degranulacion, con liberacién de
histamina y leucotrienos. Esto da lugar a la fase aguda del espasmo bronquial
que ocurre minutos después del contacto alergénico. Las células presentadores
de antigenos, particularmente las células dendriticas, procesan y presentan los
péptidos alergénicos a los linfocitos CD4-TH2 en el contexto de moléculas

clase Il de histocompatibilidad.

Los TH2, asi estimulados, sintetizan y libran IL-4, IL-13, IL-5, IL-9, IL-11 y el
factor transformador del crecimiento TGF [, sumado a otros factores de
crecimiento, leucotrienos y proteinas basicas del eosindfilo, ejerciendo un
efecto directo sobre las células epiteliales, endoteliales, fibroblastos y células
musculares, los cuales producen mas citocinas y factores de crecimiento que
conducen a la fase cronica del asma con hiperreactividad bronquial vy

remodelacion tisular (1629,

4.2 Las citocinas

Las citocinas son moléculas solubles, constituyen un grupo de proteinas,
redundantes en su origen y pleiotropicas en sus efectos. Esto es, son
producidas por una variedad de células tanto linfoides como no linfoides, y
tienes varios efectos, también sobre muchas células. Constituyen un grupo
variado entre las cuales estan incluidas monocinas, interlecuinas, linfocinas,
factores de crecimiento de colonias e interferones; desde un punto de vista

practico, se engloban bajo el nombre de citocinas.

Las fuentes celulares de las citocinas incluyen a los monocitos-macrofagos y a
las células dendriticas, ademas de las células T, B, fibroblastos, neutrdfilos,

células endoteliales, células cebadas y eosindfilos.

Los blancos celulares de las diversas citocinas incluyen a los monocitos y

macréfagos, a las células T, a las células B, neutrofilos, células



hematopoyéticas de las series linfoide y mieloide, a los fibroblastos, a las

células cebadas y a los eosindfilos.

Los efectos de las citocinas incluyen la diferenciacion, proliferacion y activacion
de las células blanco, la expresion de receptores celulares para un sinnumero
de ligandos y la induccion y secrecion de una gran diversidad de otros
mediadores que incluyen prostaglandinas, interleucinas, factores de
crecimiento y de diferenciacion, factores estimulantes de colonias,
inmunoglobulinas y otros, asi como la liberacién e los mismos receptores

solubles.
En conjunto, las citocinas participan en la induccién, expresion y modulacion de
las respuestas inmunitarias y en el desarrollo y regulacién de las respuestas

inflamatorias. (Cuadro 1)

Cuadro 1. Grupos de citocinas en funcién de su actividad predominante.

Actividad Citocinas

|. Proinflamatorias IL-1, IL-6, TNF a, IFN a, IFN 8

. Promotoras del crecimiento vy IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-10, IL-12,
diferenciacion IL-13

Il Factores de crecimiento IL-3, GMCSF, IL-9, IL-11

hematopoyético

IV. Quimiocinas IL-8, RANTES, linfotactina,
fractalquina

V. Reguladoras de la actividad de los EGF, IFNy, TGF

linfocitos

TNF= factor de necrosis tumoral, IFN= interferon, GMCSF= factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos, EGF= factor de crecimiento epidérmico, TGF 3= factor de crecimiento

transformante beta ¢"

4.2.1 Citocinas proinflamatorias



La IL-1B/TNF a es el complejo de citocinas mas importante en la inmunidad
innata, en la cual sus funciones principales son estimular el reclutamiento y la
activacién de los neutrdéfilos y los monocitos en los sitos de infeccion; ademas,
aumenta la expresion de las moléculas de adhesién y estimulas a las células

endoteliales y a los macréfagos para que produzcan citocinas y quimiocinas (22),

Se sabe que TNF a produce los siguientes efectos en el asma:
¢ Potenciacion de las sensibilizacion a alergenos
¢ Activacion de las células inflamatorias
¢+ Aumentos de la expresiéon de las moléculas de adhesion
+ Aumentos de la expresion de los factores de crecimiento
¢ Estimulo y activacion de las células epiteliales y musculares
¢ Aumento de la produccion de quimiocinas
+ Papel en la hiperreactividad bronquial
¢ Estimulo de la proliferacion de fibroblastos

+ Aumento de la produccion de colageno
4.2.2 Citocinas antiinflamatorias

4221 IL-10
Es producida por diferentes células como linfocitos TH1 y TH2 @3 linfocitos

citotoxicos, mastocitos y mononucleares.

4222 TGF-B

Representa una familia de péptidos que regulan el crecimiento celular y el
proceso de reparacion y que puede tener efectos estimuladores o inhibidores
en diferentes células. Es una citocina multifuncional que ha sido implicada en la
patogénesis del asma. Los niveles de TGF- se encuentran elevados en los
fluidos de los lavados bronco alveolares. TGF- es expresado por las células
aéreas epiteliales, eosindfilos, linfocitos Th2, macréfagos, fibroblastos y podria
estar unida y almacenada en la matriz subepitelial extracelular de las vias

aéreas ®¥. TGF-B es importante en el desarrollo crecimiento, transformacion,



reparacion de tejido, fibrosis y la modulacion de la respuesta inmune

inflamatoria ?®.

Se sintetiza como un precursor inactivo que requiere de rompimiento
proteolitico para activarse; es un gran estimulante de la reparacion y
cicatrizacion por dano tisular y, ademas, frena la respuesta inmune inflamatoria
de las mucosas, proceso que en el asma esta fuera de control. Los ratones
knock-out del gen de TGF-B mueren a los pocos dias del nacimiento por un

cuadro de inflamacién difusa.

Genera reparacion por fibrosis al inducir el aumento de la matriz extracelular,
producir un aumento en el depdsito de proteoglicanos, ademas, en estudios en
BAL de asmaticos, la fibronectina aumentada guarda correlacién con los
niveles de TGF- 3, que estimulan la activacién de fibroblastos y la sintesis de

proteinas de la matriz extracelular %),

TGF- B actua en forma sinérgica con PDGF (factor de crecimiento derivado de
plaquetas) al amplificar la activacion de células mesenquimatosas y el paso de
fibroblastos a miofibroblastos, e inducir la remodelaciéon bronquial y la

hipertrofia del musculo liso bronquial.

Pero, en asma leve y en niveles bajos podria jugar un papel protector por su
capacidad de inhibir la produccion de IgE y la proliferacion de mastocitos @),
Estudios en modelos de roedores con asma indican que TGF-3 podria tener

efectos antiinflamatorios y profibroticos 2239,

De tal manera, todos los estudios llevan a la conclusion de que la respuesta se

presenta en dos fases: fase temprana y fase tardia. (Figura 1)



Etapa temprana Etapa tardia

minutos P & horas
Alargeno
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Degranulacion
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\/
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Hiperreactividad
bronguial

Figura 1. Fases en que se lleva a cabo el proceso del
asma @

4.3 Respuesta de fase temprana

Aparece dentro de los 30 minutos siguientes a los estimulos desencadenante y
en la cual la principal célula involucrada es el mastocito (células abundantes en
la mucosa de las vias aéreas). La respuesta asmatica temprana resulta de la
activacién dependiente de IgE de los mastocitos de la via aérea, con liberacién
de mediadores especificos como la histamina, la prostaglandina D2 (PD2) y el
leucotrieno C4, entre los mas importantes @1 En estudios de provocacion
secuencial por antigenos colocados en distintos segmentos del bronquio, los
liquidos del lavado bronquial mostraron notable incrementos de los tres
mediadores mas importantes del mastocito: la histamina, la triptasa y el

leucotrieno C4 (),

4.4 Respuesta de fase tardia

Comienza a las 6 horas y se prolonga hasta 48 o 72 horas después del
estimulo y se puede convertir posteriormente en una inflamacion crénica. En
esta fase se involucran varios tipos de células inflamatorias, principalmente

neutréfilos, eosindfilos, linfocitos T activados y macrofagos.

De tal manera, el asma resulta de una interaccion biolégica compleja entre los

productos de multiples genes (uno o mas contienen variaciones genéticas que



aumenta la susceptibilidad) y al menos una toxina del medio ambiente (2 Un
individuo puede ser susceptible al efecto de alergeno mediante cualquiera de

los siguientes mecanismos:

2. Antigenos presentados por el complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC) clase Il, especificamente alergenos inhalados los cuales van a
ser presentados eficientemente por monocitos y células dendriticas.

3. El tipo de receptor especifico de linfocitos T puede permitir una
respuesta mas eficiente de éstas.

4. Mayor actividad de IL-4 puede causar una exagerada produccion de IgE.

5. Una eficacia mayor de los receptores de alta afinidad para IgE en células
cebadas, basofilos u otras células efectoras pueden causar una
respuesta exagerada debida a la interaccion alergeno-IgE, lo cual induce
la liberacion de mediadores inflamatorios, y a su vez aumenta los niveles
de IgE.

6. La contraccion de musculo liso en respuesta a la liberacidn de agonista
por células efectoras puede aumentar debido a un defecto o una
disminucion de receptores 2 adrenérgicos.

7. Debido a los cambios en los receptores especificos el individuo puede

responder mas eficientemente a toxinas inhaladas.

La inmunidad adquirida es particularmente importante en el asma alérgica. En
1986, Mosmann y cols., describieron dos diferentes poblaciones de células T
CD4+ en ratones, las cuales se diferencian por el tipo de citocinas que
producen ®3)_ Los linfocitos llamados Th-1 producen principalmente interleucina
2 (IL-2), interferébn gamma (IFNy), y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). En
contraste, los Th-2 producen IL-4, IL-5, IL-6, e IL-13 4.

Las citocinas producidas por cada una de estos subtipos funciona de manera
autocrina y promueve el crecimiento de su propio fenotipo. Existe una
regulacion positiva de células Th-2 por IL-4 y por IFN-y , estas citocinas
pueden a su vez disminuir la actividad de células T de tipo opuesto. La IL-2 y
el IFN-y que son producidos por células Th-1 pueden amplificar la respuesta

Th-1, lo cual inhibe una respuesta de Th-2.



Los linfocitos Th-1 y Th-2 son derivados de la misma célula T precursora. La
diferenciacién hacia células Th-1 o Th-2 depende de la interaccién con el micro
ambiente. Si las células presentadoras de antigeno, presentan un alergeno a
una célula T precursora sin haber sido estimulada antes, en presencia de 1L-12,

35)

dicha célula se diferenciara hacia Th-1 ¢ El desarrollo de las células Th-2

esta regulado por IL-4 ©9),

El mecanismo por el cual la IL-12 e IL-4 determinan la respuesta predominante
aun no es claro. La endotoxina, componentes virales, y bacterias intracelulares
(Legionella y Mycoplasma), estimulan la produccion de IL-12 y pueden
favorecer una respuesta de tipo Th-1. Sin embargo, si IL-4 esta presente en el
ambiente de citocinas, puede dominar sobre las demas citocinas. La
concentracion del antigeno también es muy importante. Con exposiciones
bajas del antigeno, se produce una respuesta Th-2. Mientras que dosis altas de
antigeno, incrementa la produccion de IL-4, favoreciendo una respuesta de tipo
Th-2 ©4),

Aunque la mayor parte de los datos que se tienen hasta la actualidad han sido
derivados de modelos de ratones, es claro que la respuesta inmune de tipo Th-
1 o Th-2 ocurre durante las enfermedades humanas. Esto es particularmente
aparente en enfermedades atipicas y asma. Células obtenidas de muestras de
lavados bronqueo alveolares de pacientes con asma contienen una alta
cantidad de células productoras de IL-4, IL-5 y GM-CSF, comparadas con
células obtenidas de pacientes sanos "), En biopsias bronquiales de pacientes
con asma, los niveles del ARNm para IL-4 e |IL-5 se encuentran elevados (38)
GATA-3, un factor de trascripcidon necesario para la produccion de IL-5, se
encuentra exclusivamente en células Th-2. La expresion del ARNm para
GATA-3 es significativamente mayor en vias aéreas de sujetos asmaticos

comparado con sujetos sanos ©9

La principal manifestacién del asma es la inflamacién. La inflamacion bronquial
y AHR inicia con la inhalacion de un antigeno del medio ambiente. La

inhalacién del antigeno evita la eliminacion del mismo y penetra hasta epitelios



subyacentes, en donde es captado por células dendriticas. La superficie
alveolar esta protegida por los macréfagos alveolares y también por células

dendriticas que se encuentran en los espacios subepiteliales “%

Las células dendriticas posteriormente se trasladan a los nddulos linfaticos
regionales, donde actuan como células presentadoras de antigeno a las células
By T. En presencia de IL-4 e IL-13, las células B, producen IgE “". LalL-4 e
IL-13 son las citocinas responsables de la iniciacion de la respuesta Th-2. En
ensayos in vitro, la IL-4 y la IL-13 pueden inducir la liberacion de citocinas

proinflamatorias y la expresién de moléculas de adhesioén (“2)

La inhalacién de IL-4 causa AHR en respuesta a la metacolina e incrementa la

cantidad de eosindfilos en esputo de pacientes asmaticos **)

, por otro lado, los
ratones transgénicos que sobre-expresan la IL-13 desarrollan una AHR

aumentada y una eosinofilia en vias aéreas “*

Ademas, tejido pulmonar de pacientes con asma alérgica, presentan
abundantes células Th2 activadas productoras de IL-4 49 sjse bloquea la IL-
4 durante la sensibilizacién antigénica se suprime el desarrollo del asma
alérgica. Sin embargo, si se bloquea la IL-4 antes o durante el reto antigénico

no se inhibe la inflamacion o el AHR “),

La IL-13 se une a la cadena alfa del receptor de la IL-4. Si se bloquea la IL-13
da como resultado una reversion completa de la AHR y la produccion de moco,
inducidas por el alergeno. La administracién de IL-13 recombinante induce un

incremento en la produccion de moco en vias aéreas “7).

Después de la activacion primaria de las células T por las células
presentadoras de antigeno, las células B producen IgE especificas para el
alergeno. Esta IgE es liberada a torrente sanguineo y rapidamente se unen a
receptores IgE de alta afinidad (FceRI) que se encuentran en la superficie de
células cebadas y basodfilos de sangre periférica y a los receptores de IgE de
baja afinidad (FceRIl o CD23) que se encuentran en la superficie los linfocitos,

eosindfilos, plaquetas y macrofagos 7).



Una vez que las IgE especificas para el antigeno se encuentran unidas a las
células cebadas, futuras exposiciones con el antigeno puede inducir una rapida

activacion.

Las células cebadas expresan el receptor FceRIl. Cuando las moléculas de IgE
especificas para el alérgeno que se encuentran en la superficie de las células
cebadas, interactuan con el alérgeno, ocurre el entrecruzamiento de la IgE.
Este entrecruzamiento induce la activaciéon de una cascada de sefiales, que
causa la liberacion de granulos preformados que contienen histamina,

triptasan, ecosanoides, radicales libres y citocinas de tipo Th-2 1),

Esta exocitosis de mediadores preformados constituye la reaccion de fase
temprana. Estas substancias son toxinas rapidas y las responsables de los
sintomas del asma croénica. La histamina induce la contraccion del musculo
liso de las vias aéreas, la secrecion de moco, y la vasodilatacion. La pérdida
de la integridad de microvasculatura, y el paso de las proteinas del plasma a

las paredes de las vias aéreas causa el estrechamiento del lumen “®).

La triptasa potencia el efecto de la histamina, causando contraccién del

musculo liso 42

La liberacion de leucotrienos también induce inflamacion y son los causantes
de la reaccion de fase tardia, en la cual principalmente esta involucrado en el
reclutamiento y activacion de los eosindfilos, células T CD4+ de tipo Th2,
macréfagos, y neutréfilos “®). Una vez que la reaccién de fase tardia inicia, los
eosinodfilos son los principales mediadores de la inflamacién cronica en los

pacientes con asma.

La IL-5 es la principal citocina responsable de la seleccion diferencial de los
eosindfilos. La sobreproduccion de IL-5 mediante un transgen en ratones
induce una eosindfilia muy marcada, cuando por el contrario el gen de la IL-5
es eliminado, se reduce de manera muy significativa la eosindfilia después del

reto antigénico. Los eosinofilos son reclutados al pulmdén por quimiocinas



(eotaxina 1 y 2) liberadas principalmente por células cebadas y células T.
Cuando los eosindfilos llegan a las vias aéreas, liberan sus granulos toxicos y
causa dafo directo a tejido, contraccidbn de musculo liso, e incremento de la
permeabilidad vascular “®). Una vez que se establece el ciclo repetitivo de dafio

tisular y reclutamiento de células inflamatorias se inicia la cronicidad.

5. Factor de transcripcién Yin-Yang-1 (YY1)

YY1 es una proteina de 68-kDa que contiene dedos de zinc, que posee la
propiedad inusual de regular la transcripcion en diversos genes celulares y
virales, mediante tres vias diferentes: reprime, activa, e inicia la trascripcion®?.
Entre los genes que activa se incluyen IFN-a, B-caseina, c-fos y c-myc; asi
como también los promotores de diversos virus en los cuales se incluyen el
citomegalovirus (CMV), virus de la leucemia murina, virus del papiloma humano

(VPH) y el virus de inmunodeficiencia humana (VIH).

YY1 es un factor de trascripcion el cual participa en la regulacién positiva y
negativa de diversos genes en mamiferos “1) Es una proteina que contiene
cuatro dedos de zinc y cuya actividad es regulada por nitrosilacion, acetilacion

y fosforilacion®?.

Se ha encontrado que YY1 regula positivamente la expresion de ligando de
quimiocinas como CCL13, en linfocitos de pacientes con asma®?, y que regula
negativamente la expresion de los receptores para quimiocinas, CCR5 vy
CXCR4 en linfocitos de pacientes con SIDA, la sobre-expresion de YY1 reduce
la expresion de CCR5 y CXCR4 en su superficie celular, reduciendo asi la

infeccion por HIV-1 (5324,

Diversos estudios muestran que va en aumento el numero de genes celulares y

virales en los cuales se han encontrado sitios de unién para YY1 en sus



regiones promotoras, lo que refleja la importancia de este factor como

regulador en la transcripcion.

Como ya se habia comentado, la proteina YY1 contiene cuatro dedos de zinc
tipo CoHs incluidos dos dominios especificos que caracterizan su funcion como
un activador o represor. El dominio de represion esta dado por el dominio C-
terminal. La region N-terminal actia como un potente domino activador. Esta
region esta llena por un dominio rico en glicina y 11 residuos consecutivos de
histidina. Asi, la posicion C-terminal actia como un represor en la transcripcion
y la posicion N-terminal actia como un potente dominio de activacion. La
evidencia de que los dedos de zinc y regiones ricas en glicina de YY1 son
instrumentos en la represion de YY1 ha sido provista por experimentos en la
deleciéon de ambas regiones. Los mecanismos que han sido propuestos para
explicar este fendmeno incluyen la posibilidad de un cambio en la conformacién

de YY1 por modificaciones en sus enlaces covalentes (%5),

La presencia de YY1 en todas las células sugiere que juega un papel
importante para la estabilidad celular y funcionamiento normal de ellas. YY1 ha
sido encontrado recientemente en la activacion del reparador de ADN. Estudios
han mostrado un aumento en la estimulacion de la poli (ADP-ribosa)
polimerasa 1 (PARP-1)®,

La localizaciéon de los factores de transcripcion en la matriz nuclear es esencial
para la regulacién y control transcripcional. Estudios han revelado que el
dominio C-terminal estd como constituyente de la envoltura con alta afinidad
eficiente a YY1 a la matriz nuclear. El dominio N-terminal de la proteina
permite una baja afinidad de asociacién dentro del nudcleo, pero no es
necesario lo que sugiere la significancia del dominio C-terminal en el nucleo
como un buen represor de la transcripcion. El progreso a través del ciclo celular
también induce una replicacion-asociada a ADN que enciende en la
localizacion subcelular de YY1. Como una unién proteina-ADN. YY1 funciona

en la replicacion y regulacion de los complejos histonas vitales para la



proliferacion celular. La localizacion de YY1 nuclear y la actividad esta
significativamente incrementada durante el inicio de la fase G1/S, siguiendo
aumentada en el citoplasma en la ultima parte de la fase S con incremento en
la actividad de union a ADN de YY1 y YY1 dependiente a las histonas de los

genes. .

5.1 Regulacién de la transcripcién mediada por YY1

Los mecanismos en que YY1 funciona como represor de la transcripcion son
varios. Estos mecanismos involucran la competicion de YY1 con factores
activadores que se traslapan en los sitios de unién, por lo que disminuye la
actividad del promotor resultando una represion de la transcripcién. Otras
hipotesis incluyen la regulacion negativa de YY1 sobre los activadores
promotores unidos cercanos. En general, los modelos que explican a YY1

como un represor o activador de la transcripcion son:

e El modelo del desplazamiento.

¢ Interferencia con la funcién de los activadores transcripcionales.
e Interaccidon con co-represores.

e Activacion directa.

¢ Inhibicion del cofactor inducido de la represion de YY1.

e Reclutamiento de co-activadores.

-Mecanismos de represion de transcripcion mediada por YY1 2

Estos mecanismos involucran la competicion de YY1 con factores activantes en
los sitios de union que se traslapan, asi, decrece la actividad del promotor y
resulta una represion de la transcripcion. Otras hipétesis incluyen la regulacién

negativa de YY1 sobre los activadores unidos al promotor cercanos a el.

El modelo del desplazamiento. Existen evidencias que sugieren la presencia de
varios promotores con secuencias de sitios para YY1 que se traslapan y

compiten con factores activadores. Induccion de desplazamiento del activador



reprimida de la represion transcripcional mediada por YY1. YY1 puede efectuar
represion transcripcional en los sitios de union del promotor llevando una
competencia con los activadores con un subsecuente desplazamiento del

activador.

-Interferencia con la funciéon de los activadores trancripcionales (%5),

a) directamente YY1 reprime la activacion transcripcional debido a la presencia
de una unién del activador transcripcional a un sitio promotor del gene. YY1
puede adherirse a distancia con el activador resultando en represion de la

accion del promotor

b) YY1 actua por inhibicion del activador transcripcional via directa por union
fisica. YY1 interfiere con la accion del activador transcripcional, provocando

represion de la transcripcion

c) YY1 actuan en la activacion transcripcional, inhibicion por interaccién. El
modelo ADN-binding (union al ADN) sugiere la habilidad de YY1 para interferir
con la comunicacion del activador y en consecuencia la retardada activacion
del activador, mediado, representando un ejemplo de una interferencia indirecta

del sitio de unién de una interaccion fisica con ADN vy el sitio promotor del gene.

Interaccidn con co-represores. La habilidad de YY1 para unirse a co-represores
que directamente actua para facilitar la represion transcripcional. ElI dedo de
zinc y las regiones ricas en glicina de YY1 son conocidos por ser instrumentos
en la actividad represora de YY1. la represion mediada por YY1 de activadores
via complejos co-represores YY1 modula la represion del activador
transcripcional por complejos que forma con co-represores, YY1 podria reclutar
los co-represores que directamente actuan para facilitar la represion
transcripcional o inducir el remodelamiento o rearreglo cromatico para enfatizar
el asistente mediado por YY1 DNA interaccidén y represion, YY1 es también
capaz de reprimir los cofactores pivoticos para la actividad celular y regulacion
viral, incluyendo interferén B y y. Dos mecanismos que podrian actuar para la
regulacion de la transcripcion mediada por YY1 de los productos del gen como

los INF incluye: 1) una competencia de similar desplazamiento con YY1 y un



sitio comun de unién AP-1y 2) la represion mediada solamente en la presencia

de un sitio cercano a una proteina como AP-2.

Activacion directa. Estudios han mostrado interacciones con cofactores que
actuan a distancia en el N-terminal, sugiriendo una posibilidad de una
regulacion de actividad represiva excediendo activacion. YY1 podria activar
directamente la transcripcién del gene por union a los promotores del gene y/o
factores transcripciones que estimula la activacion transcripcional mediada por
YY1.

Inhibicion cofactor inducida de la represion de YY1. Se propone un mecanismo
que induce al enmascaramiento y no enmascaramiento de los dominios de
represion (C - terminal) y de la activacion (N — Terminal) respectivamente. Es
posible que YY1 interactue con otros factores celulares para no enmascarar el
dominio activador N-terminal, esperado por alteraciones estructurales
influyentes incluyendo cambios en la region C-terminal, en consecuencia
inhibiendo para parte de represion constitutiva de YY1. La region C-terminal,
podria jugar un papel importante en la ocultacién de la regién N-terminal
(regidn de activacion), estudios en los cuales el dominio C — terminal de YY1
eliminado resulto en la expresion de las secuencias N — Terminal y un
significativo aumento en la activacion de la transcripcién de YY1. el resultado
total de separar o combinar la induccion del dominio C — Terminal cubierto o el
no cubrimiento del dominio N — Terminal de represidon es activacion

transcripcional

Es posible que YY1 pudiera interactuar con factores celulares para llevar a una
alteracion estructural, por lo que hay una inhibicion constitutiva de la parte

represora de YY1.

Reclutamiento de co-activadores. YY1 puede actuar como un activador
indirecto de la transcripcion por union o rearreglo con otros activadores de
transcripcion principalmente se induce los cofactores para una unidn

directamente al promotor tarjeta e iniciar la activacion. YY1 puede unirse a



p300, provocando la expresidon de la cromatina para proveer una mejor
interaccion con el DNA. Este mecanismo explica de manera mas facil como
YY1 puede contribuir con activacién transcripcional. YY1 puede actuar como un
activador indirecto de la transcripcion por induccion de cofactores a una unién

indirecta a la tarjeta promotora e iniciar la activacion.

5.2 Coactivadores de YY1®®

YY1 puede actuar independientemente. Algunos de los efectos de YY1 sobre el
gene de transcripcion son ejecutados via cofactores. La proteina AAV de E1A
es un ejemplo de un co-activador de YY1. Posible mecanismo involucrado en
activacion colaboradora puede incluir interaccion proteina-proteina con
E1Ap300 complejo requerido por E1A para el relieve de represién mediado por
YY1. Se ha demostrado que E1A puede servir como un iniciador de la

activacion de transcripcion mediada por YY1 via ataque a el promotor P5.

5.3 Correpresores de YY15%

YY1 fue utilizado para el aislamiento e identificacion mRPD3 revelando un
dominio idéntico rico en glicina con componente necesario para la represion
transcripcional; dominio idéntico que el que tiene YY1. La sobre expresion de
mRPD3 incrementa significativamente la habilidad de Gal4-YY1 (proteinas
fusionadas) para reprimir la transcripcion sugiriendo el posible papel de mRPD3

como un co-represor de YY1.

SAP30 es también requerido para el funcionamiento normal de RPD3, un co-
represor alterno de YY1. SAP30 solo, no es suficiente para la represion
transcripcional y es dependiente sobre factores de transcripcion como YY1

para atarlo al promotor.

La presencia in vivo de este sugiere uno de varios mecanismos diferentes
dependientes de YY1 de represion transcripcional. La funcién de YY1 en la

transcripcion es contexto especifico y requiere de la interaccidon con algunos



factores celulares. Como resultado, YY1 trabajo intracelular que lo motiva a
inducir multiples funciones en la transcripcion inicial, activacion y represion
ultimamente pesando a la regulacion del desarrollo normal y sobrevivencia.
Como nota previa, es aparente que la expresion de YY1 y localizacion pueden
estar coordinados con fases del ciclo celular. Esta via de estudio de las
interacciones existentes entre YY1 y reguladores del ciclo celular, muerte de
genes y factores de transcripcion y cofactores que evidencia el mecanismo
superficial para soportar el papel de este ubicuo factor de transcripcion en la
supresion o progresion de varios males. Los promotores humanos y productos

geénicos regulados por YY1.

6. Relacién entre TGF-fy YY1

La expresion de TGF-B esta influida por polimorfismos en su promotor, y
algunos de esos polimorfismos podrian estar asociados con asma y otros

padecimientos .

En particular, se ha descrito un polimorfismo en el promotor de TGF-f, se trata
de un cambio de una citosina (C) por una timina (T) del par de base 509 [C-
509T] (posicion relativa para empezar el sitio de transcripcion definido en
GenBank NM_000660 t NT_011109) que altera el sitio de unién del factor de
transcripcion YY1 y estd asociado con altas concentraciones circulantes de
TGF-B en plasma ®7) Esto ha hecho pensar que el alelo T en este sitio de
unién de YY1 sobre el promotor de TGF-8 influye en la expresion de esta

citocina y a su vez con la fisiopatologia del asma 2.

Sin embargo, ésto todavia no ha sido demostrado durante la fase completa de
la enfermedad. El incremento de TGF-B es localizado principalmente en el
tejido conectivo extracelular del espacio subepitelial de las vias aéreas en
asociacién con los proteoglicanos unidos en el medio. Las células epiteliales de

las vias aéreas, eosindfilos, linfocitos T, fibroblastos y macréfagos expresan



TGF-B; sin embargo, la fuente celular precisa del incremento de TGF-3 en las
vias aéreas de individuos con asma no es conocida aun 9. TGF-B es
secretada como un complejo constitutivo y puede ser procesado via proteasas,

acidos o especies reactivas de oxigeno para ser activadas (%8)

En el control de la actividad de TGF-B, estan involucrados multiples
mecanismos, un ejemplo importante son los mecanismos transcripcionales que
son regulados por citocinas inflamatorias, oxido nitrico y especies reactivas de
oxigeno encontrado en las vias aéreas de individuos con asma. Si el
polimorfismo presente en el promotor de TGF-, C-509T, tiene impacto en la
transcripcion de esta citocina, éste podria tener importantes efectos sobre las
vias aéreas. YY1 es un factor de transcripcion expresado ubicuamente con
dedos de zinc que podria funcionar como un activador o represor de los genes
de transcripcién, porque la afinidad de YY1 y actividad promotora del alelo T
estan incrementados cerca del 30%, en comparaciéon con el alelo C, lo que
lleva a especular que las alteraciones en la afinidad de YY1 son responsables
para la asociacion de C-509T con el asma. Estudios sugieren que el
polimorfismo en el nucleétido C-509T del gene TGF- es un importante locus
para susceptibilidad al asma. Se especula que el alelo T de C-509T contribuye
al desarrollo del asma por incremento de los niveles basales del gene TGF-3
en las vias aéreas de individuos susceptibles debido al incremento de la
afinidad de YY1 al promotor ©?. Sin embargo no existe hasta el momento un
estudio que muestre la asociacion entre la expresion del factor de transcripcién
YY1 y la expresion de TGF-B, y si esta asociacién puede contribuir en la

fisiopatogenesis del asma, de ahi la finalidad del presente trabajo.



OBJETIVO GENERAL

Evaluar la asociacion que existe entre YY1y TGF-B en tejido pulmonar de

ratones con diferente grado de severidad de asma.



OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estandarizar las técnicas de microarreglos de tejidos e inmunohistoquimica.

2. Evaluar la expresion de YY1 en tejido pulmonar de modelos murinos de

asma con diferentes grados de severidad.

3. Evaluar la expresion de TGF-B en tejido pulmonar de modelos murinos de

asma con diferentes grados de severidad.



HIPOTESIS

El promotor del gene de TGF-B posee sitios de union para el factor de
transcripcion YY1 y se ha encontrado que la presencia de un polimorfismo en
dicho promotor, incrementa la activacion de TGF-B por YY1, por lo que la
asociaciéon que existe entre la expresion de YY1y TGF-B en tejido pulmonar de
ratones asmaticos es directa y esto a su vez se relaciona con el grado de

severidad del asma.



METODOLOGIA

Se llevé a cabo un estudio experimental con 180 ratones machos en edad adulta
(6 a 8 semanas), clasificados en 3 modelos: asma leve, moderada y severa. Los
ratones se mantuvieron bajo condiciones convencionales de bioterio, con acceso
al alimento y agua, temperatura de 21-24°C hasta el momento en el que fueron

sacrificados.

1. Parte experimental.

Los ratones se mantuvieron bajo condiciones convencionales de bioterio, con
acceso al alimento y agua, temperatura de 21-24°C, hasta el momento en el que
fueron sacrificados. Se estudiaron 180 ratones machos en edad adulta (6 a 8

semanas). Para su estudio se clasificaron en tres modelos:

Modelo 1 (Asma leve). El dia 1 y el dia 5 los ratones recibieron 100 ul de una
suspension que contenia 10 ug de OVA (ovoalbumina) en 1 mg de alum
(SUPERFOS, Denmark), por via intraperitoneal. El dia 12 recibieron OVA al 0.75%

directamente en la traquea. El dia 16 se evalud la respuesta alérgica inducida.

Modelo 2 (Asma moderada). El dia 1 y el dia 5 los ratones recibieron 100 ul de
una suspension que contenia 10ug de OVA en 1 mg de alum (SUPERFOS,
Denmark), por via intraperitoneal. En los dias 12 y 24 recibieron OVA al 0.75%
directamente en la traquea. En los dias 28, 32, 34, 44 y 64 se evallo la respuesta

alérgica inducida.

Modelo 3 (Asma severa). El dias 1 y el dia 5 los ratones recibieron 100 ul de una
suspension que contenia 10ug de OVA en 1 mg de alum (SUPERFOS, Denmark),
por via intraperitoneal. En los dias 12, 22 y 32 recibieron OVA al 0.75%
directamente en la traquea. En los dias 42,52 y 72 se evalud la respuesta alérgica
inducida.



Controles. Cada grupo control recibio solo SS (solucion salina) en lugar de OVA,

de la misma manera que se describe en cada uno de los diferentes modelos.

Cuadro 2. Esquema de trabajo con ratones Balb/c problema (retos con OVA)
Grupo Sensibilizacion Marcaje | Esquema | Num. de | Dia de
con: Retos sacrificio

Problema | OVA mas Alum D leve 1 16

F moderada | 2 28

H moderada | 2 32

J moderada | 2 34

N moderada | 2 44

Q moderada | 2 64

L severa 3 42

O Severa 3 52

S Severa 3 72

Cuadro 3. Esquema de trabajo con ratones Balb/c controles (solucion salina)

Grupo | Administracion | Marcaje | Esquema de | Nom. de retos | Dias de
de: estudio con solucion | sacrificio
salina (SS)

Control | Solucion Salina | C Leve 1 16

E Moderada 2 28

G Moderada 2 32

I Moderada 2 34

M Moderada 2 44

P Moderada 2 64

K Severa 3 42

N Severa 3 52




R Severa 3 72

Por ultimo se procedi6 a sacrificar a los ratones de acuerdo a los dias
especificados en los cuadros 2 y 3. Los ratones se anestesiaron en una camara
de éter y se colectd la sangre por incision axilar seguida de su sacrificio para la
obtencion de los pulmones que fueron perfundidos con etanol absoluto utilizando
una jeringa de 5 mL La perfusion se realizé introduciendo la aguja en la traquea
con mucho cuidado e introduciendo el etanol hasta observar que los pulmones se
inflaran, una vez listos, los pulmones fueron colocados en tubos Falcon con 10 mL
de etanol absoluto hasta su utilizacién para inclusién en parafina y corte de tejido.
La sangre se dejo coagular, se extrajo el coagulo y centrifugd a 2500 rpm por 10
minutos para obtener el plasma. El corte se realizO con tijeras de diseccion
abriendo de la parte inferior (comenzando del estbmago) hasta la traquea

procurando no cortarla.

2. Deshidratacién y corte del tejido.

Se realiz6 el corte del pulmén con una navaja abarcando los vértices del tejido, el
corte fue de vértice a vértice sin aplastar el pulmén de manera que se abarcaran
tanto alvéolos como bazos. El tejido cortado se colocé en unos moldes tipo
“casette”. Luego se colocaron en etanol al 70% por 30 minutos. Después se
pasaron a etanol al 96% por otros 30 minutos. Luego se pasaron los casettes a
etanol absoluto por 30 minutos dentro de la estufa. A continuacién se pasaron a
parafina-xilol por 30 minutos dentro de la estufa y por ultimo se paso a parafina por

una hora. Al final el tejido quedd deshidratado.

3. Inclusidn del tejido en parafina.

Los moldes de acero inoxidable se calentaron previamente con mechero. Después

se coloco parafina dentro de los moldes, se saco el tejido del casette con la parte




plana hacia abajo y se acomodo en el centro del molde. Sobre el molde se coloco
el casette y se agregé mas parafina. Cuando se observé que la parafina estaba

fria, se coloc6 dentro de hielo por unos 5 minutos y luego se retird del molde.

4. Corte en el microtomo.

Técnica de corte: Se realizaron cortes de 4 p utilizando un micrétomo, realizando 2

cortes para cada una de las laminilla, las cuales fueron previamente etiquetadas.

5. Preparacion, estirado y confeccion de tejidos

Cuando ya se tuvieron listas las laminillas (etiquetadas), se prepar6 todo para la
pesca del corte del tejido en el portaobjetos. Se utiliz6 agua destilada y se calento
en un bafio. Cuando se fueron cortando los tejidos, se colocaron sobre el agua
previamente calentada con mucho cuidado y se atrapd ese corte con el
portaobjetos tratando de que el tejido quedara centrado y se dejé secar a

temperatura ambiente.

6. Tincion de H/E (Hematoxilina-Eosina)

Los portaobjetos en que se montaron los cortes del tejido para la tincién de rutina
H/E, fueron desparafinados en un horno a 60° C e hidratados mediante un
tratamiento con alcohol a concentraciones decrecientes. Posteriormente el tejido
fue contratefiido por 30 segundos con Hematoxilina de Harris- Eosina. Finalmente
se deshidratdé en alcohol a concentraciones crecientes y xilol e inmediatamente
fueron cubiertos con resina sintética. Las muestras fueron analizadas mediante

microscopia de luz convencional.

7. Punteado de laminillas



Se observaron las laminillas tefiidas con H-E para puntear o marcarlas en los sitios
en donde el tejido mostré caracteristicas propias a los que se buscaba con la

finalidad de realizar el microarreglo de tejidos.

8. Microarreglo de tejidos

Para la construccion del arreglo de tejidos se procedié de la siguiente manera. De
cada bloque de parafina con tejidos diferentes se hicieron cortes de 4 p para la
tincion de hematoxilina y eosina con el fin de identificar la region de interés, es
decir, una region que presentara exactamente la lesion que se pretende analizar.
Posteriormente, se procedid6 a la construccion del arreglo utlizando el
CHEMICON's Advanced Tissue Arrayer (ATA 100 Chemicon) en colaboracién con
la Unidad de Investigacion en Inmunologia e Infectologia del Centro Médico
Nacional La Raza, IMSS, en donde una aguja calibre 0.5 mm marca los pozos de
3 mm de profundidad de un bloque de parafina de 2.5 X 2.5 cm “en blanco”,
delimitandose una matriz de 5 x 5 elementos y el cual se denominara como bloque
receptor. Una vez elaborada la matriz, con una aguja de calibre 0.4mm se extraen
cilindros de tejido de cada una de las muestras impregnadas en parafina del
blogue donador y como guia se utilizo el corte tefiido con hematoxilina y eosina.
Cada uno de estos cilindros de tejido fue implantado en el bloque receptor y una
vez completa la matriz de 168 tejidos, se rellendé con una pequefia cantidad de
parafina liquida sobre el arreglo para igualar la altura de los cilindros.
Posteriormente, el arreglo se calentd en un horno a 60°C por 15 minutos para
homogeneizar la parafina de los cilindros implantados con la del bloque receptor y
eliminar los espacios entre los cilindros de las muestras y el bloque mismo, los
cuales pudieran causar problemas al momento del corte. Finalmente el arreglo se
enfri6 durante 5 minutos en hielo y se realizaron cortes de 4 pm con un microtomo

rotatorio como lo muestra la siguiente figura. (Figura 2)
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Figura 2. Mapa del microarreglo en donde se encuentran los “spot” que contienen el tejido de
pulmoén de cada raton control y tratado con OVA de las tablas 1y 2.

9. Técnica de Inmunohistoquimica.

Con la finalidad de disminuir las variaciones entre experimentos, la reaccion para
cada marcador se realiz6 en un solo tiempo en los diferentes microarreglos. Los
cortes se montaron en laminillas especiales con pegamento. Se mantuvieron en
una estufa bacteriologica toda la noche para desparafinar, con el siguiente
procedimiento: se procedi6 a hidratar la muestra: 3 bafios en xilol, con duracion de
8 minutos cada uno, 2 bafios en etanol al 100%, un bafo en etanol al 90%, un
bafio en etanol al 70% y un bafio en agua destilada, cada uno de ellos con
duracién de 5 minutos. Se realizé la recuperacion del antigeno con citrato de

sodio, por 20 min. En ebullicion y las laminillas se lavaron para eliminar el exceso



de citrato. Se elimind la actividad de la peroxidasa endogena con metanol y
peréxido de hidrégeno al 3% por 15 minutos tres veces. Se bloque6 la union no
inmunoldgica de los anticuerpos al tejido, sumergiéndolos durante 4 horas en
suero normal de cerdo al 2%. Posteriormente las secciones se incubaron toda la
noche a temperatura ambiente en camaras humedas con los anticuerpos anti-YY1
1:1000 y anti- TGFB 1:2000. Después se incubo con el segundo anticuerpo anti-
rabbit IgG conjugado, con streptavidina conjugada a peroxidasa de rabano (HPR),
por ultimo el color se produjo mediante la adicion del substrato DAB (diamino
benzidina) durante 3 minutos; la reaccion se detuvo con agua de la llave y fue
contratefiida con hematoxilina 10 seg. Después el tejido se deshidraté bajo el
siguiente esquema: agua destilada, etanol 70%, etanol 90%, etanol 100% vy xilol
en bafios de 5 minutos cada uno. Finalmente las preparaciones se cubrieron con

resina y se dejaron secar a temperatura ambiente.

10. Analisis morfométrico

Las laminillas se analizaron en un microscopio (Olimpus, BX-40) y las células
positivas (color café) y la densidad de la expresion se cuantificaron en 4 campos
para cada muestra, utilizando un analizador de imagenes con el programa

Imagen-Pro® Plus de Media cybernetics®, Silver Spring, MD. USA.

11. Andlisis estadistico

Se elaboré una base de datos y la informacion se procesoé utilizando el programa
de analisis estadistico Prisma© (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). Los
datos se presentaron mediante medias aritméticas de cada grupo y desviacion
estandar. La evaluacion de la diferencia en el nimero de células positivas y la
densidad de expresion de las reacciones inmunohistoquimicas se realizé6 mediante
ANOVA de una via (comparacién entre las varianzas) y t de Student (comparacion

entre las medias). Se hizo un andlisis de comparacion mdultiple de Tukey para



identificar las diferencias entre los grupos. Un valor de p< 0.05 fue considerado

como significativo.



RESULTADOS

Con la finalidad de conocer la expresion de YY1y TGF-B en el tejido pulmonar de
ratones BALB/c tratados con diferentes retos de OVA (como alergeno) y SS (como
grupos control), se construyeron dos microarreglos (como se muestra en la figura
2), en el primero se incluyeron bronquios de todos los grupos experimentales
descritos en los cuadros 2 y 3. Se incluyeron los ratones con asma (OVA) y los
controles (SS). El segundo microarreglo incluyo los vasos sanguineos de tejido
pulmonar de los grupos ya descritos. Se realizé la evaluacion de la respuesta
alérgica inducida por el reto con OVA, en donde se observa que en el asma leve,
el infiltrado inflamatorio es muy discreto alrededor de vasos y bronquios; asi como
una leve produccién de moco. Tanto el infiltrado inflamatorio como la produccién
de moco aumentan de manera importante en asma moderada. Sin embargo en
asma severa existe un infiltrado inflamatorio mucho mayor y una marcada

produccion de moco (Figura 3).

Después de construir el microarreglo, se procedio a realizar los cortes, en donde
mediante la técnica de inmunohistoquimica se procedié a la identificacion de la
proteina YY1, la intensidad de la coloracion café muestra la presencia de la
proteina. Fue necesario incluir un control de isotipo, el cual consiste en IgG’s
normales de conejo adicionadas a la misma concentracioén de los anticuerpos anti-
YY1y anti-TGF-b, ambos producidos en conejo, y asi comprobar la especificidad
del anticuerpo utilizado. Como se muestra en las figuras 4 a la 9, el control de
isotipo no presenta coloracion café lo cual indica que no existe un reconocimiento

inespecifico de las IgG’s normales de conejo.

Se obtuvieron imagenes representativas en donde se observa la expresion de YY1
en bronquios de tejido pulmonar de ratones con asma leve (un solo reto con OVA),
asma moderada (dos retos) y asma severa (tres retos); en donde se puede ver el
aumento en la expresion de YY1l en los ratones que recibieron OVA en

comparacion con el grupo control. La expresion de YY1 se observa en células del



epitelio bronquial, macrofagos y linfocitos, predominantemente a nivel citoplasmico
y region perinuclear (Figuras 4 a la 6).

Asi mismo, se obtuvieron fotografias representativas de la expresion de YY1 en
vasos de tejido pulmonar de ratones con asma leve (un reto con OVA), asma
moderada (dos retos) y asma severa (tres retos), en donde se observa aumento
en la expresion de YY1 en los ratones que recibieron OVA en comparacion con el
grupo control. La expresién de YY1 se observa en células de la pared basal,
macréfagos vy linfocitos, predominantemente a nivel citopladsmico (Figuras 7 y 8)

asi como mayor infiltracion celular (Figura 9).

Para TGF-p se embebieron en parafina los tejidos pulmonares de los ratones que
presentaron cuadro severo de asma (tres retos con OVA) y se realizaron cortes
del tejido para posteriormente realizar la tincion de inmunohistoquimica con
anticuerpo anti- TGF-B, incluyéndose también los controles de isotipo y los tejidos
pulmonares de ratones tratados solamente con solucién salina. Asi, se obtuvieron
fotografias representativas de la expresion de TGF-p en bronquios y en vasos de
tejido pulmonar de ratones con asma severa (tres retos con OVA), observandose
el aumento en la expresiéon de TGF-B en los ratones que recibieron OVA en
comparacion con el grupo control. La expresion de TGF-B se observa
principalmente en los macréfagos y linfocitos, a nivel citoplasmico. También se

observa una mayor infiltracion celular (Figuras 10y 11).

Al realizar el analisis densitometrico, comparando de manera general, entre los
grupos control de SS y los grupos tratados con OVA, se observa la densidad de la
expresion de YY1 en bronquios y en vasos que muestra un aumento significativo
de la expresion de YY1 en los grupos que recibieron OVA si se compara con los
grupos control (***p=0.0001, t de Student) (Figura 12).

Asi mismo, el andlisis densitometrico donde se muestra una comparaciéon de la
expresion de YY1 en vasos y en bronquios entre los diferentes grupos de ratones
estratificados en respuesta leve, moderada y severa, se observa un aumento

significativo de la expresion de YY1 en los grupos que corresponde a asma severa



cuando se compara con los grupos de asma leve y moderada obteniendo el valor
de **p= 0.05 (Figura 13) y de **p< 0.01 (Figura 14). La expresion de YY1 entre el

grupo de asma leve y moderado mostré diferencia significativa.

Modelo 1.
Asma ligera

Modelo 2.
Asma moderacda

Modelo 3.
Asma severa

Figura 3. Evaluaciéon de la respuesta alérgica inducida por el reto con OVA.
Fotografias representativas de la tincion de H/E y PAS (periodic-acid-shift), para la
evolucién del infiltrado inflamatorio y la produccién de moco respectivamente. 40X



Control de Isotipo

Figura 4. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en bronquios de tejido pulmonar de ratones con asma
leve (un solo reto con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibio solucién salina (SS) y
el grupo que recibié OVA. 40X

Control de Isotipo S5 OVA

Figura 5. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en bronquios de tejido pulmonar de ratones con
asma moderada (dos retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibié solucién
salina (SS) y el grupo que recibié OVA. 40X



Control de Isotipo 55

Figura 6. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en bronquios de tejido pulmonar de ratones con
asma severa (tres retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibié solucién
salina (SS) y el grupo que recibié OVA. 40X

Control de Isotipo

Figura 7. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en vasos de tejido pulmonar de ratones con
asma leve (un reto con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibié solucion
salina (SS) y el grupo que recibié OVA. 40X



Control de Isotipo S8 OVA

Figura 8. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en vasos de tejido pulmonar de ratones con asma
moderada (dos retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibié solucién salina
(SS) y el grupo que recibié OVA. 40X

Control de Isotipo

Figura 9. Fotografias representativas de la expresion de YY1 en vasos de tejido pulmonar de ratones con asma
severa (tres retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo recibié solucién salina (SS) y
el grupo que recibié OVA. 40X



i
£
23 Il@ﬁ-.l'.
1""_‘2. )
SRR ;
. ¥ 1 "
B T e ";
P S
& 1] aary
§ - !Q. et
| ‘.i ' " P
% - b 4
* il | ' -
A !‘.1.‘.,'4.1 T
v - i
¥ Pk X P

Control de |sotipo

Figura 10. Fotografias representativas de la expresion de TGF-$ en bronquios de tejido pulmonar
de ratones con asma severa (tres retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control
gue solo recibié solucién salina (SS) y el grupo que recibié OVA. 40X
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Control de Isotipo 55 OVA

Figura 11. Fotografias representativas de la expresion de TGF-B en vasos de tejido pulmonar de
ratones con asma severa (tres retos con OVA). Se muestran el control de isotipo; grupo control que solo
recibi6 solucion salina (SS) y el grupo que recibié OVA. 40X
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Figura 12. Analisis densitometrico donde se muestra una comparacion general entre los grupos control
de SS y los grupos tratados con OVA. En A se observa la densidad de la expresién de YY1 en
bronquios. En B la densidad de la expresion de YY1 en vasos. (***p=0.0001, t de Student).
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Figura 13. Andlisis densitometrico donde se muestra una comparacion de la expresion de YY1 en
vasos entre los diferentes grupos de ratones estratificados en respuesta leve, moderada y severa.
(**p= 0.05, ANOVA). La expresion de YY1 entre el grupo de asma leve y moderado no mostro
diferencia significativa. Cada barra representa la media de la densidad de la expresién de por lo
menos 5 campos analizados de los tejidos pulmonares de cada ratén. Las lineas verticales
representan la desviacion estandar.
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Figura 14. Analisis densitometrico donde se muestra una comparacion de la expresién de YY1 en
bronquios entre los diferentes grupos de ratones estratificados en respuesta leve, moderada y
severa, (**p= 0.05, ANOVA). Cada barra representa la media de la densidad de la expresion de por
lo menos 5 campos analizados de los tejidos pulmonares de cada ratén. Las lineas verticales
representan la desviacion estandar.



DISCUSION DE RESULTADOS

Estudios recientes han demostrado que el factor de transcripcion YY1 regula de
manera positiva la expresiéon de TGF-B, esto en células provenientes de
lavados bronqueoalveolares y tejido pulmonar de pacientes con asma.
Ademas de que el polimorfismo C-509T en el promotor de TGF- B esta
asociado con un mal prondstico de esta enfermedad, debido a que en el sitio
donde se encuentra dicho polimorfismo es una secuencia de reconocimiento
del union ADN para YY1, el cual al presentar C en vez de T induce que YY1
tenga mayor afinidad por esta secuencia, produciendo una elevada expresion
de TGF- B ©9,

Por otro lado se sabe que TGF-beta estd asociada estrechamente con la
patogénesis del asma debido a que los pacientes con asma severa, presentan
alta expresién de TGF-B, mientras que los pacientes con asma leve o

moderada presentan menor expresion de esta citocina (59),

Por lo anterior, es razonable pensar que existe una asociacion directa entre la
expresion de YY1 y la expresion de TGF- B, y que esta asociacion a su vez se

relaciona con la severidad del asma, lo cual no ha sido descrito hasta la fecha.

En el presente trabajo describimos por primera vez una asociacion directa entre
la expresion de YY1 y TGF- B en un modelo murino de asma con diferentes

grados de severidad.

Utilizando la técnica de microarreglo de tejidos, la cual desde hace algunos
afos, ha sido ampliamente utilizada para el estudio de expresién de proteinas,
tiene la ventaja de que en un solo bloque de parafina se pueden arreglar de
manera ordenada de 100 a 300 diferentes tejidos, de tal manera que al realizar
el corte de este bloque y colocarse en una laminilla, es posible analizar la
expresion de determinada proteina a un mismo tiempo y con la ventaja de
disminuir la variabilidad inter-ensayo, asi como también disminuir costos vy

tiempo en la realizacion del experimento. Esto hace que el resultado sea mas



confiable y significativo ya que se escogen porciones del tejido mas

representativo de los que se desea estudiar.

Para la realizacion de la inmunohistoquimica fue necesario estandarizar la
técnica con la finalidad de establecer las mejores condiciones a las cuales se
podia obtener una mejor tincién. Se encontré que fue necesario disminuir la
concentracion del anticuerpo para evitar union inespecifica por parte de éste
logrando que el complejo antigeno-anticuerpo llegara al punto de equivalencia.
También se bloqueé con suero normal de cerdo por mayor tiempo
(aproximadamente 5 horas) para evitar, principalmente, que el anticuerpo se
uniera inespecificamente por las regiones Fc y ademas porque cada muestra
posee una cantidad de tejido que puede provocar el ocultamiento de sitios,
necesitando mayor tiempo para dejar que el suero normal de cerdo penetre a
esas posible regiones. El tiempo de revelado fue muy importante, se procuré no
obtener fondo (coloraciéon café diseminada en todo el tejido), ésta fue de 5
minutos. En conjunto estas condiciones ayudaron a obtener una tincién lo mas

limpia posible.

Con el anticuerpo anti-TGF-B, las condiciones fueron diferentes. Para su uso
fue necesario bloquear el tejido con suero normal de cerdo toda la noche para
bloquear lo mejor posible las regiones de union inespecifica, también se dejo
actuar al anticuerpo por 3 horas 30 minutos ya que si se dejaba por mayor
tiempo de incubacién se producia una unioén inespecifica que daba una fuerte

coloracion café den todo el tejido.

Para la técnica de microarreglos se observd que las concentraciones de los
anticuerpos que se utilizaron deben ser muy bajas, es decir, la dilucion tanto
para TGF-f como para YY1 fueron elevadas (1:2000 y 1:1500
respectivamente) ya que la cantidad de tejido contenida en cada muestra es
muy pequeia y altas concentraciones de anticuerpo produce unién inespecifica

(exceso de anticuerpo) perdiéndose la equivalencia.

Las figuras 3 a la 9 muestran que existe una discreta expresién de YY1 en los

grupos de ratones control, es decir que solo recibieron solucién salina. Esto



puede ser explicado por el hecho de que YY1 es una proteina que se expresa
de manera constitutiva. Otra explicacién puede deber ser que al momento de
realizar la inoculacion directa en la traquea se crea un efecto mecanico que
induce estrés en el tejido, lo cual genera cierta respuesta celular, induciendo la
expresion de YY1. Para descartar o afirmar estas posibles explicaciones seria
necesario incluir un grupo de ratones, los cuales no fueran sometidos a la

administracion intratraqueal.

Se observé que hay una mayor presencia de YY1 en los vasos (figura 7a9y
figura 13) que en los bronquios (figura 4-6 y figura 14), esto se puede deber a
que la region perivascular es la zona que se encuentra en mayor contacto con
células inflamatorias como eosindfilos y linfocitos Th2, principalmente, que
secretan las citocinas, induciendo un aumento de la inflamacién. En cambio,
en los bronquios también influyen las citocinas, pero principalmente existe la
intencion de tratar que haya remodelacién pulmonar, induciendo la

proliferacion celular, en donde YY1 puede participar de manera importante.

De acuerdo a los resultados observados en las figuras 12-14, se puede ver que
existe una diferencia significativa entre los tejidos de pulmén de ratones
tratados unicamente con solucion salina y los tratados con OVA (p<0.05). En el
modelo severo de asma, se observa que existe una mayor presencia de YY1 si
se compara con los modelos leve y moderado, esto se puede deber a que
durante el proceso de inflamacion, hay en el medio la presencia de varias
citocinas proinflamatorias que pudieran estimular a que YY1 se sobreexprese.
De acuerdo a estudios realizados, se ha encontrado que la expresion del factor
nuclear kappa B (NFk-B) puede ser regulada por citocinas proinflamatorias, por
otro lado estudios realizados recientemente demuestran que el promotor de
YY1 presenta sitios de union al factor de transcripcion NFx-B ©V, por lo que es
razonable pensar que la citocinas proinflamatorias induzcan la expresiéon de
NF-kB y éste a su vez regula positivamente la transcripcion de YY1. Por lo que
al haber mayor cantidad de citocinas proinflamatorias, se induce la expresion
de YY1. Sin embargo, se deben realizar mas estudios

para descartar o afirmar esta posible explicacion.



En las graficas (figuras 12 a 14) se muestra efectivamente que existe una
diferencia en la expresion de YY1 entre los diferentes grupos y entre las
regiones de vasos y bronquios. Asi mismo, en los grupos de asma moderada
se observa una presencia de YY1 similar a la del cuadro severo, mientras que
la comparacion con el cuadro leve es notable. El que haya una similitud entre el
cuadro severo y el cuadro moderado puede deberse al tiempo en que
comienza a darse la respuesta inflamatoria, ya que en el cuadro leve existe
apenas la presencia de una inflamacion discreta, es decir, una respuesta
temprana en la que no hay una presencia significativa de citocina que pudieran
inducir a mas inflamacion. Sin embargo, en el modelo moderado y severo
existe una mayor inflamacién, lo cual se refleja en una mayor expresion de
citocinas de forma constante que a su vez inducen a una mayor expresion de
YY1.

Con respecto a TGF-f, las imagenes en las figuras 10 y 11 muestran que
existe una diferencia importante entre los controles y los grupos tratados con
OVA. Esto es consistente con los diversos reportes que muestran que TGF-f3
juega un papel muy importante en la fisiopatogenesis del asmas y que a mayor
expresion de esta citocina mayor grado de severidad de esta enfermedad (89),
TGF-B es una citocina antiinflamatoria, sin embargo, en ambientes en donde
hay elevada cantidad de linfocitos Th2, esta citocina actua principalmente en el
desarrollo, crecimiento, transformacioén y reparacion de tejido y fibrosis asi
como la modulacion de la respuesta inmune inflamatoria ®®. En solucién salina
se logra observar una expresion discreta de esta citocina, lo cual puede ser
explicado, con el hecho de que TGF-B es una proteina que se expresa de

manera constitutiva.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se muestra por primera vez que YY1
se expresan de manera significativa en el tejido pulmonar de ratones con asma,
y esta expresion aumenta de manera directamente proporcional con el grado
de severidad. Lo cual sugiere la participacion de este factor de transcripcidon en
la fisiopatogenesis de esta enfermedad. Ademas demostramos también por

primera vez que existe una asociacion entre la expresion de YY1 y TGF-3, lo



cual apoya los trabajos reportados por Silverman y cols. € en donde

demuestran que YY1 regula de manera trancripcional TGF-f3.

Recientes reportes muestran que el promotor del gen que codifica para TGF-
presenta un polimorfismo en el locus C-509T ©° | lo que hace que exista una
union con mayor afinidad de YY1 al promotor del gen de TGF-f, activando la
sobreexpresion de esta citocina. Hasta este momento no se ha realizado un
estudio en el cual se asocie a YY1 con la expresion de TGF- de forma directa,
es decir, si la regulacion de TGF-f por YY1 tiene una implicacion clinica
importante, entonces se debe encontrar una asociacién directa entre la
expresion de YY1 y TGF-B, y a su vez expresion de estas proteina se deben
asociar con la severidad de la enfermedad. Comprobar lo anterior fue el

objetivo principal de este trabajo.

Los resultados de este trabajo muestran que existe una sobreexpresion de
YY1y de la citocina TGF-B en los cuadros severos de asma, observandose de
forma cuantitativa, por lo que entonces se encuentra una asociacion directa

entre el factor de transcripcion YY1 y la citocina TGF-f.

Cabe mencionar que seria necesario realizar un analisis cuantitativo para la
citocina de TGF-B, para asi poder correlacionar a YY1 con TGF-f. Sin
embargo, con los datos obtenidos se tiene puede decir que YY1 y TGF-

presentan una asociacion directa.



CONCLUSIONES

Los microarreglos de tejidos resultd un método eficaz para analizar multiples
muestras de tejido con la menor cantidad de reactivo y en menor tiempo,
disminuyendo la variabilidad entre los resultados. Se estandarizé la técnica de
microarreglos, siendo en este momento el Unico grupo de investigacion en

México en utilizar la técnica semi-automatizada.

Se establecieron las condiciones Optimas para la tincion de
inmunohistoquimicas en los microrreglos de tejidos, lo cual es muy importante

para obtener una buena deteccidn de las proteinas que nos interesa estudiar.

Se demostrd por primera vez que el factor de transcripcién YY1 se encuentra
principalmente expresado en la region citoplasmatica y nuclear de las células
epiteliales, linfocitos y macréfagos, células que se sabe participan en el

proceso inflamatorio alérgico.

Ademas, se demostré que el factor de transcripcion YY1 presenta una relacion
directamente proporcional con el grado de severidad del asma; a mayor

gravedad, mayor expresion de YY1.

Existe una relacion directa entre el grado de severidad del asma con la
expresion de la citocina TGF-B. Y que el promotor del gen de TGF-B posee

sitios de unién para YY1.

Se mostré que YY1 se encuentra sobreexpresado al igual que la citocina TGF-
B en los cuadros graves de asma, cuando se compara con asma leve o
moderada por lo que es razonable pensar que la asociacion directa sugiere que
YY1 regula la expresion de TGF-B y que esto tiene una implicacién importante
en la patogénesis de esta enfermedad. Los resultados sugieren fuertemente

que YY1 participa en la patogénesis del asma.



PERSPECTIVAS DEL ESTUDIO

1. Realizar el analisis densitométrico para TGF-B y asi poder correlacionar la

expresion de YY1 con la expresion de TGF-[3.

2. Realizar una RT-PCR (retrotranscripcion reversa y PCR) en tiempo real para

evaluar la expresiéon a nivel ARNm de YY1y TGF-3

3. Inhibir la actividad de YY1 con donadores de oxido nitrico, como
DETANONOate que se ha reportado que nitrosila los dedos de zinc de YY1

disminuyendo su actividad ©?

, 'Y evaluar por medio de inmunohistoquimica
ensayos de RT-PCR en tiempo real, si como consecuencia de esta inhibicidén
disminuye la expresiéon de TGF-B en tejidos pulmonar en nuestro modelo

murino de asma y a su vez la gravedad de la enfermedad.



ANEXO

Lista de reactivos.

Nombre Marca Grado
Acetona Sigma Analitico
Alcohol etilico absoluto | Sigma Analitico
Bloqueador de suero de
Vector -
cerdo
Citrato de Sodio Chemicon Analitico
Eosina Sigma -
Cristales de _ N
N Sigma Analitico
Hematoxilina
Parafina Chemicon -
Perdxido de Hidrogeno | Sigma Analitico
Resina Vector -
Silane Sigma -
Sustrato DAB (diamino ' .
o Dako-Citomation -
benzidina)
Xilol Sigma Analitico

Lista de soluciones.

Nombre

Etanol al 70%
Etanol al 96%

Buffer Salino de Fosfatos (PBS)




Equipo

Nombre

Descripcion

Microtomo

Accu-Cut SRM 200

Microarreglador

CHEMICON's Advanced Tissue Arrayer (ATA 100 Chemicon

Bafio de Flotacion | Bafo de flotacion histologico redondo PROLAB

Horno Fagor 5H-760 X
Agitador Agitadores MIXMOR Incorporated
Bafio maria AQUABATH BarnsteadInternational

Microscopio 6ptico | Olympus

Material bioldgico

Cepa Casos
Ratones Balb/c control 81
Ratones Balb/c leve 14
Ratones Balb/c con asma moderada 40
Ratones Balb/c con asma severa 27

Lista de anticuerpos

Anticuerpo Proveedor

Anti-YY-1 Santa Cruz, Biotechnology, Santa
Cruz, CA. USA

Anti-TGF- Santa Cruz, Biotechnology, Santa
Cruz, CA. USA

Streptavidina

peroxidasa de rdbano (HPR) corporation

conjugada a| DAKO LSAB + kit, DAKO
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