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Resumen

El asma es una enfermedad cronica que se caracteriza por inflamacion, hiperreactividad y
obstruccion de la via aérea. Los factores de predisposicién al asma son muy heterogéneos,
pero el mas frecuente es el desarrollo de atopia. Los individuos atépicos usualmente presentan
obstruccion de las vias aéreas ante el reto antigénico. No obstante, también hay individuos
atopicos que no presentan esta obstruccion. Debido a que la contraccion del musculo liso es el
principal mecanismo de obstruccion después del reto antigénico, probablemente las
caracteristicas del musculo liso de los individuos respondedores y no respondedores al reto
sean diferentes. Para evaluar esta hipotesis se estudiaron las caracteristicas funcionales y
fenotipicas del musculo liso de las vias aéreas de cobayos atdpicos que no presentan
obstruccion de las vias aéreas después del reto antigénico. Para esto se sensibilizaron al
antigeno (ovoalbuimina) cobayos machos Dunkin Hartley de la cepa HsdPoc:DH.
Posteriormente fueron retados con el antigeno por una (n=12) o doce (n=12) veces o con
solucion salina fisiolégica durante doce veces (n=7, grupo control). Cada reto se administré a
intervalos de diez dias, y en cada reto se evalud el cambio en el indice de broncoobstruccién
(iB) mediante pletismografia barométrica. Después del reto antigénico algunos cobayos
incrementaron su iB de manera inmediata (1 a 5 min) y transitoria (30 min) (n=16); mientras
gue en otros el reto antigénico no produjo ningin cambio en el iB (n=8). El dia siguiente al
Ultimo reto antigénico correspondiente, se sacrificaron los cobayos para obtener lavado
broncoalveolar (LBA) y la traquea. En el LBA el nimero de eosinéfilos aumento
significativamente desde el primer reto antigénico (P<0.05) en comparacion al grupo control.
Estudios in vitro en drganos aislados mostraron que el muasculo liso de los cobayos que no
respondieron al reto presentaron una contraccién 10 veces menor a la ovoalbimina que los
gue respondieron. No obstante, la contraccion a la histamina fue similar entre ambos grupos y
en los controles. En un estudio previo observamos que el ectodominio de la subunidad B1 de
integrina en cobayos retados mas de nueve veces se comienza a acumular en zonas
acelulares de la matriz extracelular. En este estudio se observé que la expresion del dominio
citoplasmatico y ectodominio de la subunidad Bl de integrina en las células disgregadas de
musculo liso traqueal de los cobayos mantuvo una correlacion altamente significativa
(P<0.0001) de 0.846. En el primer reto ambos dominios aumentaron su expresion (~10%) en
los cobayos que no respondieron al reto en relacion a los cobayos control y a los que
responden al reto. En el doceavo reto la expresion de ambas subunidades aumenté (~10%)
significativamente (P<0.05) en relacion al grupo control. Adicionalmente, la expresion del factor
transformante Bl (TGF-B1) en los miocitos traqueales aumentd (~3%) significativamente
(P<0.05) en los cobayos que respondieron al primer reto en relacion al grupo control y a los
cobayos que no respondieron al reto. Las expresiones de bomba de Ca®" del reticulo sarco-
endoplasmico (SERCA-2), Caveolina 1 (Cav-1), factor de necrosis tumoral o (TNF-a) e
interleucina 13 (IL-13) no se modificaron de acuerdo al tipo de respuesta al alergeno ni en
relacion a los controles. Sin embargo la expresion del endodominio de la subunidad B1 de
integrina se correlacion6 de manera positiva y significativa con la expresion de SERCA-2
(P<0.05), Cav-1 (P<0.05), TNF-a (P<0.05) e IL-13 (P<0.001). Concluimos que en este modelo
de asma en el cobayo se manifiestan dos fenotipos de musculo liso de las vias aéreas. Cuando
el reto antigénico produce broncoobstruccién hay gran expresién de TGF-f1, pero si no hay
respuesta tras el reto hay una alta expresién de la subunidad 31 de integrina. Es probable que
la expresion diferencial de integrinas Bl y TGF-f1 se relacionen con el tipo de respuesta al
antigeno. Finalmente, estos datos sugieren que el misculo liso probablemente no es la fuente
del ectodominio libre de la subunidad B1 de integrina en los cobayos crénicamente retados con
el antigeno.



ABREVIATURAS

Abreviaturas Significado

ATP Trifosfato de adenosina
ATPasa Trifosfatasa de adenosina
Ca®* lon calcio

Cav-1 Caveolina-1

CEMMs Microdominios de membrana

enriquecidos de colesterol

CD29 Integrina p1

FEV Volumen de fuerza espiratoria
GTPasa Trifosfatasa de guanosina

HVA Hiperreactividad bronquial

IgE Inmunoglobulina E

iB indice de broncoobstruccién

i.p. Intraperitoneal

IL-13 Interleucina-13

IPs Trifosfato de inositol

LBA Lavado broncoalveolar

IMSS Instituto Mexicano del Seguro Social
MEC Matriz extracelular

MLVA Musculo liso de las vias aéreas

OVA Ovoalbumina

RS Reticulo sarcoplasmico

SERCA ATPasa de calcio de reticulo endo-sarcoplasmico
TFG-B Factor de crecimiento transformante 3
TNF-a Factor de necrosis tumoral a

VA Via aérea



1. Introduccidn

Durante la respiracion celular, las mitocondrias continuamente consumen O, y
liberan CO, para formar energia. En organismos multicelulares como los animales, es
fundamental la presencia de un aparato respiratorio que se encargue de suministrar el
O, ambiental, y en contrasentido, elimine el CO, para que se lleve a cabo la
respiracion celular. La ruta de intercambio gaseoso la conforman las vias aéreas (VA).
Estas vias estan compuestas de tubos ramificados que se vuelven mas estrechos,
mas cortos y mas numerosos a medida que penetran en el pulmén (West, 2002). En
los mamiferos las VA se dividen en superiores e inferiores. Las superiores estan
formadas por la nariz, boca, faringe, laringe y traquea. Las inferiores constan
principalmente de bronquios y bronquiolos. Estos ultimos terminan en los alvéolos que
es el sitio donde se lleva a cabo el intercambio gaseoso (Ville, 1996).

Las VA son susceptibles a infecciones y enfermedades entre las que se
encuentra el asma. El asma es un problema mundial de salud publica debido a que
entre el 5 al 10% de la poblacion mundial puede reunir criterios para ser clasificados
como asmaticos. Adicionalmente, la Organizacion Mundial de la Salud estimé que
durante el afio 2001 el asma fue responsable de 1 de cada 250 muertes en el mundo
(Matthew, 2004).

Nuestro pais tiene las tasas mas altas de mortalidad por asma en América
Latina. El Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) mostré una tasa de mortalidad
de 12.8 por cada 100.000 derechohabientes durante 1990, mientras que la tasa de
mortalidad general para 1997 se calculé en 20 por cada 100.000 habitantes.

Recientemente el sistema de Informacién Médica Oportuna del IMSS reportd
que la demanda de consulta para pacientes adultos con diagnéstico de asma en el
servicio de Alergia e Inmunologia de la Clinica del Hospital de Especialidades del
Centro Médico Nacional Siglo XXI fue de 1,904 durante el 2003 y de 2,053 en 2004
(De Marco, 2006).

1.1 Definicién de asma

El asma es un desorden inflamatorio cronico de las VA (The Global Burden of
Asthma Report, 2005; Vargas, 2005). El desarrollo del asma puede englobarse en dos
eventos patogénicos. El inicio de la enfermedad generalmente es asintomatica y
ocurre cuando algun factor desencadenante, que suele ser ambiental, afecta la VA de
un individuo susceptible hasta desencadenar un proceso inflamatorio. La respuesta
celular alterada producida por la inflamacién inestabiliza a las VA, haciendo que su

calibre se reduzca rapida y facilmente por estimulos tanto endégenos como exdgenos.



A este fendmeno se le conoce como hiperreactividad de la VA (HVA). El segundo
suceso patogénico ocurre cuando, una vez instalada la HVA, el sujeto se expone a
estimulos que en condiciones normales no ocasionarian cambios en su calibre, como
puede ser la inhalacién al aire frio, el ejercicio o situaciones de estrés. Estos estimulos
ocasionan la disminucion del calibre de la VA desencadenando los sintomas tipicos
del asma (Vargas, 2005).

Los factores que hacen susceptible a un individuo al asma son principalmente

genéticos, aunque la obesidad, la edad y el sexo del individuo también pueden estar
involucrados. Entre los factores genéticos para la predisposicion al asma, la atopia es
el mas constante. Un individuo atopico es aquel que presenta altos niveles de
inmunoglobulina E (IgE) especifica a alergenos que se manifiesta mediante reacciones
cutaneas con extractos de alergenos comunes.
Los agentes desencadenantes ejercen una gran influencia sobre los factores de
predisposicion para la instalacién y expresién del asma. El agente desencadenante
mas conocido es la exposicion a alergenos en individuos atdpicos, aunque las
infecciones virales, el humo de tabaco, la dieta, los sensibilizadores ocupacionales y la
contaminacion también pueden contribuir a la instalacién del asma. La alergia es la
consecuencia de la respuesta del sistema inmune ante estimulos externos. Por esto se
conoce al asma alérgica también como asma extrinseca. El proceso alérgico se inicia
cuando un alergeno es endocitado y procesado por células presentadoras de
antigenos como los macrofagos y las células dendriticas. Los fragmentos degradados
del alergeno son presentados a los linfocitos T maduros virgenes que interaccionan
con los linfocitos B para producir anticuerpos IgE especificos para el alergeno. Cuando
la IgE se une a su receptor de alta afinidad FceRl que se encuentra en mastocitos y
basofilos, el individuo se ha sensibilizado al alergeno. La expresion del asma es un
evento posterior que se inicia cuando aparece de nuevo el alergeno y es reconocido
por la IgE que se encuentra en la célula sensibilizada (Ying et al, 2006). Estas células
liberan diferentes tipos de mediadores algunos de los cuales provocan obstruccion de
la via aérea al inducir contraccién del masculo liso. Sin embargo este fendmeno es
muy variable pues se ha visto que la exposicion al alergeno en individuos atopicos no
siempre produce obstruccion de las vias aéreas (Stalenheim et al, 1985;Machado et al,
1986; Smith y Broadley, 2006).

Aunque el asma es referida continuamente como una manifestacion de la
atopia, a veces el factor desencadenante del asma no esta asociado con alergenos.
Este tipo de asma no-alérgica, conocida también como intrinseca, aparece
generalmente en individuos maduros, principalmente mujeres, y a veces es mas

severa que el asma extrinseca. Las causas mas comunes del asma intrinseca son la



poliposis nasal, la sensibilidad a aspirinas y la dependencia a esteroides. El asma
intrinseca es menos frecuente que la extrinseca, y salvo por la presencia de atopia en
el asma alérgica, el asma no alérgica es clinica, inmunoldgica y fisiopatol6gicamente

similar al asma alérgica (Vargas, 2005).

1.2. Inflamacion

Una caracteristica fundamental del asma es la inflamacion persistente en las
VA. La inflamacién se puede definir como una reaccién compleja del sistema inmune
innato en tejidos vascularizados que produce la acumulacion y activacion de leucocitos
y proteinas plasméaticas y otros mediadores en el sitio de infeccion o dafo. La
inflamacién inicia cuando se presentan cambios en los vasos sanguineos que
promueven el reclutamiento de leucocitos. Cabe mencionar que el sistema inmune
adaptativo local puede promover inflamacién como una funcién protectora para
controlar infecciones con el fin de reparar la estructura tisular (Bousquet et al, 2000 y
Abbas, 2007). Sin embargo, la persistencia de la inflamacion caracteristica del asma
imposibilita que se lleven a cabo los procesos de reparacion lo que altera la
arquitectura de las VA irreversiblemente (Slade y Kraft, 2006). Estas alteraciones
incluyen la metaplasia de células caliciformes, incremento de la masa del musculo liso,
hipertrofia de glandulas bronquiales, angiogénesis y modificaciones en los
componentes de la matriz extracelular (MEC). A este conjunto de alteraciones
estructurares se le denomina remodelacion de las VA. Una consecuencia funcional de
la remodelacién es la reduccién residual y permanente del calibre de las VA lo que
incrementa la resistencia al flujo de aire. Todas las células de las VA incluyendo
células T, eosinodfilos, neutrdfilos, mastocitos, macréfagos, células epiteliales,
fibroblastos y miocitos participan en la inflamacion y pueden iniciar el proceso de

remodelacién de la VA (Bousquet et al, 2000).

1.3 Hiperreactividad de las vias aéreas (HVA)

La HVA se puede definir como el estado en que las VA presentan una
disminucidn excesiva en su calibre ante estimulos que en sujetos sanos no ocasionan
obstruccién alguna o, si acaso, ocasionan una de muy baja intensidad. Cuando el
estimulo que se utiliza para desencadenar la respuesta obstructiva excesiva actla a
través de un mecanismo inmunitario (alergia), la HVA se denomina HVA especifica. La
HVA que se demuestra mediante estimulos que no son inmunitarios, como la
activacion de receptores por agonistas que inducen contraccién como acetilcolina o

histamina, se denomina HVA inespecifica (Vargas, 2005).



En la figura 1 se muestran las curvas tipicas a la respuesta de HVA
inespecifica en individuos con diferentes tipos de asma en relacién a un individuo
sano. En los individuos con asma cronica la respuesta obstructiva, evaluada con el
volumen de fuerza espiratoria a primer segundo (FEV,), se inicia por una pequefa
dosis del agonista (normalmente se usa metacolina o histamina) en comparacion con
un individuo sano o con asma moderada, y dosis mayores pueden provocar la muerte
de paciente por colapso de las VA. En un individuo con asma moderada la curva tiene
un desplazamiento a la derecha, en comparacion al de asma croénica, y es de tipo
sigmoidal a dosis mayores. Un individuo sano tiene una respuesta maxima limitada al
20% de la FEV;.
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cronica
Asma
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Normal

FEV
(%)

| |
| s
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r |
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Figural. Curva dosis-respuesta que muestra el porcentaje de cambio en relacion al valor basal
obtenido antes de la prueba en el volumen de fuerza espiratoria en el primer segundo (FEV)
inducidos por retos de metacolina en individuos con asma crénica, asma moderada y sanos.
(O'Byrne, 2003).

1.4 Broncoobstruccion

La broncoobstruccion limita el flujo incrementando la resistencia en la
conduccion de aire en la VA y puede ser resultado de la presencia de edema, la
acumulacion de moco, la remodelacién de la VA y la contracciéon del musculo liso
(Hogg, 2004).



1.4.1 Edema

El edema es la presencia de exudado de plasma en las VA y es consecuencia
del incremento de la vascularidad, vasodilatacién y fuga microvascular de los vasos de
esta estructura. Este proceso es inducido principalmente por la accion de mediadores
inflamatorios (Vignola et al, 2003 y Wilson, 2001)

1.4.2 Hipersecrecién de Moco

La hipersecrecion de moco contribuye de manera importante y persistente con
la obstruccion del lumen de las VA durante el asma. El incremento en la secrecion de
moco y exudados inflamatorios es producto principalmente del incremento en el
namero de células caliciformes y en el tamafio de las glandulas de la submucosa (The
Global Burden of Asthma Report, 2005).

El factor de crecimiento transformante beta (TGF-1) y la Interleucina- 13 (IL-
13) participan en la hipersecrecién de moco al incrementar la proliferacion de células
caliciformes (Makinde, 2007; Ying et al, 2006).

1.4.3 Muasculo Liso de las Vias Aéreas (MLVA)

El MLVA es un elemento clave durante las crisis de asma, de hecho las
anormalidades funcionales del MLVA podrian ser las causantes de la HVA. El MLVA
esta formado por células mesenquimales multifuncionales capaces de expresar
plasticidad fenotipica considerable. Esta plasticidad puede inducirse por varios
factores, por ejemplo, la hiperplasia (proliferacién) del MLVA se puede promover por
mediadores inflamatorios, citocinas y factores de crecimiento, mientras que la
hipertrofia (incremento en el tamafio de los miocitos) se puede inducir por episodios
repetidos de broncoespasmo. En ambos casos, el MLVA incrementa su masa
contribuyendo al engrosamiento de la pared de las VA. Este proceso se ha relacionado

con la cronicidad y severidad del asma (Bousquet et al, 2000).

1.4.4 Contraccion y relajacion del MLVA

En las células de MLVA el gradiente del ion calcio (Ca*") es 20,000 veces
mayor en el medio extracelular en comparacién al intracelular. Este gradiente facilita la
entrada de Ca®" a la célula cuando el MLVA es estimulado por agonistas que inducen
contraccion. El incremento de Ca* intracelular facilita la interaccion de la calmodulina
con la subunidad catalitica de la cinasa de la cadena ligera de miosina. La formacién
del complejo Ca®'-calmodulina-cinasa de la cadena ligera de miosina permite la
fosforilacion en la serina 19. Esta fosforilacion produce una cadena de eventos que

inician con la activacion de la ATPasa de miosina, facilitando la interaccion de los



filamentos de actina y miosina, iniciando el desarrollo de tensién muscular (Rodger,
1985). Cuando el Ca®* disminuye, la cinasa de la cadena ligera de miosina se inactiva,
la miosina se desfosforila y el musculo se relaja (Clinton, 2003).

Muchos agonistas que provocan la contraccién del MLVA como la acetilcolina o
la histamina liberan Ca?* almacenado de depésitos intracelulares, principalmente del
reticulo sarcoplasmico (RS). La histamina se sintetiza y se libera en células cebadas,
basofilos y en otras células de la mucosa de las VA. Existen 3 subtipos de receptores
a histamina, H;, H, y Hs. La histamina es un agonista para la contraccion del MLVA
por estimulacion de los receptores H; (Barnes, 1998). Estos receptores estan
acoplados a una proteina Gq, involucrada en la formacién de trifosfato de inositol (IPs).
El IP; es un segundo mensajero que abre canales de Ca? en el RS. Otro tipo de
canales de Ca®" en el RS se activan por altas concentraciones de Ca®" (1 pM) y se
sugiere que su funcién es amplificar la sefializacion de Ca®** (Challis et al, 1993;
Janssen y Sims, 1993; Kotlikoff et al, 1987 y Clinton, 2003).

1.5 Bomba de Ca* del RS
El RS y la membrana plasmaética contienen bombas de Ca** que remueven el Ca®* del
citosol y tienen un papel importante en la relajacion del MLVA. Una de las mas
importantes es la bomba de Ca®* del RS (SERCA: Sarco-endoplasmic reticulum Ca?*
ATPase). En el MLVA se expresa la isoforma SERCA-2b (Amrani et al, 1995). Esta
bomba electrogénica transporta dos moles de Ca** por mol de ATP hidrolizado hacia
el interior del RS a cambio de protones (Carafoli y Stauffer, 1994). La SERCA es
considerada como la principal estructura implicada en la disminucion de las
concentraciones intracelulares de Ca?* después de un incremento de éste, producido
por la estimulacion celular (Roux y Marhl, 2004). Por otro lado, si se almacenan
grandes cantidades de Ca? en el RS, la liberacion masiva de este ion puede
magnificar la respuesta de contraccibn muscular. Este es uno de mecanismos
celulares que se han propuesto para explicar el desarrollo de HVA (Carbajal et al,
2005). Otro importante componente de la contraccion del MLVA que podria tener un
relevante papel en el desarrollo de la HVA son las integrinas.
1.6 Integrinas

Las integrinas son moléculas de adhesién celular que median interacciones
célula-célula y célula-MEC. Para mediar la adhesion celular, las integrinas tienen
conexiones transmembranales al citoesqueleto y activan numerosas rutas de
sefalizaciéon intracelular. Las integrinas y sus ligandos son indispensables para el
desarrollo, respuesta inmune, trafico de leucocitos, homeostasis y cancer, ademas de

participar en muchas enfermedades autoinmunitarias (Bing-Hao et al, 2007).



Las integrinas son llamadas asi porque integran la informacién de los medios
intracelular y extracelular por la union a ligandos fuera de la célula, componentes del
citoesqueleto y moléculas de sefializacion citosoélicas. Estructuralmente las integrinas
son heterodimeros asociados no covalentemente a la superficie celular. Se han
descrito 18 subunidades a y 8 subunidades  que en combinacion forman los 24 pares
conocidos. (Hynes, 2002). Adicionalmente, las integrinas poseen un gran dominio
extracelular responsable de la unidon a ligando y un dominio citoplasmico muy

pequerio.

Receptores de colagena | j| Receptores especificos
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Figura 2. Familia de receptores de integrinas (Modificado de Hynes, 2002).

Una molécula especifica de la MEC se puede unir a diferentes tipos de
integrina e integrinas especificas pueden unirse a diferentes componentes de MEC.
Un sitio donde se concentran las integrinas son los contactos focales. Estos contactos
focales son muy complejos y contienen muchos componentes aun desconocidos que
son modificados post-transduccionalmente y procesados proteoliticamente. Un grupo
pequefio de estas proteinas de acuerdo con sus funciones revelan proteinas de
citoesqueleto tensina, vinculina, a-actina, talina, asi como cinasas de tirosinas, cinasas
de serina-treonina, moduladores de pequefias GTPasas, fosfatasas de tirosina y otras
enzimas. Algunas de estas proteinas pueden unirse directamente a filamentos de

actina y a los dominios citoplasmicos de integrinas (Zamir y Geiger, 2001).

1.6.1 Subunidad B1 de integrina
La subunidad B1 tiene la peculiaridad de asociarse con al menos 12 de las 18
subunidades a de integrina (de al a all y av), (Van der Flier, 2001). Funcionalmente

la subunidad B1 de integrina (CD29) tiene un papel muy importante en procesos de



adhesion, migracion, proliferacion, secrecion y diferenciacion en muchas células. En
las VA la subunidad B1 es expresada por los miocitos, fibroblastos, eosinodfilos y
linfocitos T (Nguyen et al, 2005; Maguire y Danahey, 1995; Doucet et al, 1998 y
Abraham et al, 2004).

Al ser activada la subunidad B1 en el MLVA, por colagena monomeérica tipo | y
fibronectina, regula la capacidad de diferenciacion, secrecion y proliferacion del
musculo (Peng et al, 2005; Nguyen et al, 2005 y Xiao et al, 2007). Adicionalmente, la
cinasa asociada a esta integrina, que interactia con el dominio citoplasmico de la
subunidad B1, puede activar y regular la contraccion del musculo liso vascular
directamente por fosforilacion de miosina, e indirectamente por inhibicion de la
fosfatasa de la cadena ligera de miosina (Boudreau, 1999; Liu, 2000; Hannigan et al,
1996 y Deng et al, 2002).

El tratamiento con anticuerpos contra las integrinas alpl y a4f1 bloguean la
HVA en un modelo de asma alérgica en oveja (Abraham et al, 2004). Por lo que es
posible que B1 incremente su expresion durante la remodelacion de la via aérea y
tenga un papel importante en el tono, la magnitud de la respuesta al alergeno y la
reactividad de la via aérea contribuyendo a los sintomas del asma.

Una proteina que se encuentra asociada a las integrinas es la caveolina (Cav-
1), la molécula estructural principal de las caveolas y son vesiculas que funcionan
como plataformas de sefalizacion celular y son muy abundantes en el MLVA
(Salanueva et al, 2007; Halayko et al, 2008).

1.7 Caveolina-1

La bicapa lipidica de la membrana plasmatica esta organizada dentro de
dominios caracterizados por diferentes paquetes de lipidos. Esta estructura en
dominios resulta del agrupamiento preferencial de esfingolipidos y colesterol, ambos
con ciertas proteinas, dentro de regiones altamente ordenadas. Estas regiones son
conocidas como balsas lipidicas o microdominios de membrana enriquecidos en
colesterol (CEMMs). En un subconjunto de balsas lipidicas se encuentran
invaginaciones celulares que van de 50 a 100 nm de tamafio (Babak et al, 2002),
llamadas caveolas, que se desarrollan de la asociacion de balsas lipidicas con
caveolina-1 (Cav-1) y se encuentran en muchos tipos celulares. Ellas participan en
varios procesos tales como el reciclamiento de lipidos, sefializacion celular y
endocitosis. Una variedad de moléculas de sefializacién se localizan en la caveola
ante la respuesta a varios estimulos, dando un mecanismo potencial para la regulacion

espacial de las rutas de transduccion de sefiales (Salanueva et al, 2007).



La Cav-1 es sintetizada como una proteina de membrana integral y comienza a
oligomerizarse en el reticulo endoplasmico, luego es transportada a través del aparato
de Golgi y se asocia con el colesterol y otros componentes de balsas lipidicas. La
caveola muestra una motilidad y dindmica limitada en condiciones basales, pero la
interaccion con ligandos especificos puede llevar a su répida internalizacion,
involucrandose la dinamina-Il, las cinasas Scr, la proteina cinasa C y el reclutamiento
de actina. Durante la internalizacién, la caveola endocitada viaja como acarreador, se
mueve dentro del citosol y se fusiona con estructuras pre-existentes llamadas
caveosomas.

La internalizacion de CEMMs puede ocurrir cuando las integrinas se inactivan y
es mediado por endocitosis de caveolas. A través de una serie de estudios, se ha visto
que las integrinas regulan procesos celulares para controlar la localizacion de los
CEMMs en la membrana plasmética. La internalizacion de CEMMs mediada por
caveolas es efectiva para la terminacion de la sefializacion para pérdida de adhesion
(Salanueva et al, 2007).

Muchas citocinas involucradas en la patogénesis del asma, como la IL-13, el
TNF-a y el TGF-B1, han sido relacionadas con las caveolas o la Cav-1. Por ejemplo, el
asma puede progresar a una fibrosis subepitelial mediada en gran parte por TGF-$1,
sin embargo la Cav-1 es capaz de inhibir la actividad de TGF-f1, esto debido a que la
formacion de caveolas puede enmascarar a los receptores de esta citocina. Por otro
lado, se observé que después de un reto antigénico el RNAm de Cav-1 se ve reducido
en un 40%, mientras que la expresion de Cav-1 disminuye 30% probablemente por la
accion de la IL-13. (Le Saux et al, 2008)

1.8 TGF-p1

El TGF-B1 esta sobreexpresado en la VA de individuos asmaticos después de
un reto antigénico y varios tipos celulares de la VA podrian contribuir a esta
sobreexpresion (Boseé et al, 2005). El TGF-B1 esta relacionado con el proceso de
diferenciacion de fibroblastos a miofibroblastos. Estos Ultimos estan caracterizados por
incrementar la secrecion de moléculas de MEC implicadas en la remodelacion
(Thorsson et al, 2006), ademas, es una proteina multifuncional ya que es uno de los

reguladores mas importantes en la inflamacion (Khalil et al, 2001).

1.91L-13
En el asma, la IL-13 promueve la migracion de eosindfilos, sintesis de IgE,

hipersecrecion de moco y la HVA. Se piensa que las células que tienen la capacidad



de secretar I1L-13 en el MLVA son de origen hematopoyético (Shore, 2002), pero
segun Grunstein et al (2002) los miocitos tienen también la capacidad de sintetizar IL-
13.

De acuerdo al tipo celular, la IL-13 tiene diferentes efectos. Por ejemplo,
mientras se la ha dado un papel importante en la inflamacion, también se reconoce
que puede inhibir la produccibn de mediadores proinflamatorios en monocitos y
macrofagos (Gurjit et al, 2003).

En monocitos y macrofagos, la IL-13 incrementa la expresion de varios
miembros de la familia de integrinas, incluyendo aM aX, 31 y B2 sin embargo no se

sabe si tiene un efecto similar en el MLVA (Gurjit et al, 2003).

1.10 TNF-a

El TNF-a es una citocina ampliamente estudiada y es miembro de la
superfamilia de TNF. Esta citocina es secretada principalmente por macréfagos, pero
también la pueden secretar monocitos estimulados, fibroblastos, células endoteliales,
células T, linfocitos B, granulocitos, células de mdusculo liso, eosindfilos, células
cebadas entre otros tipos celulares. Altos niveles de esta citocina puede producir
reacciones severas pro-inflamatorias. EI TNF-o tiene un papel importante en el
proceso inflamatorio del asma y se ha sugerido que su principal blanco son las células
de MLVA (Mukhopadhyay et al, 2006)

La caveolas que se encuentran en la membrana plasmatica y poseen
receptores para TNF-a.. No obstante la relacion del TNF-a con Cav-1 no es directa, ya
que depende de proteinas adicionales que se encuentran en la caveola (Alessio et al,
2005)



2. Descripcion del problema

En el asma, la exposicion a los alérgenos en individuos atépicos generalmente
produce obstruccion de las VA por contraccién del MLVA (Picado, 1992). Sin embargo,
existe una gran variabilidad de respuestas al alergeno, incluyendo la de individuos
atOpicos que no presentan obstruccion de la VA ante la exposicion al alergeno, pero
tienen HVA y algunos de ellos llegan a desarrollar asma después de varios afios (lhre
et al, 1988; Custovic y Murray, 2002). Muchos factores se han asociado a la gran
variabilidad de respuestas asmaticas, incluyendo el genético, las dosis de alergeno y
el grado de exposicion o sensibilizacion (Alvarez-Puebla et al, 2001). En nuestro
laboratorio tenemos un modelo de asma en cobayos sensibilizados a un alergeno
(ovalbumina, OVA) donde estudiamos el desarrollo de la respuesta alérgica durante
varios retos antigénicos (Moreno-Alvarez et al, 2003; Bazan-Perkins et al, 2006;
2007a-b). En cobayos retados hasta 12 veces con OVA, (Cada reto administrado a
intervalos de 10 dias) hemos observado que el 72% presenta obstruccion de las VA
después del reto, mientras que el 28% no. Tres horas después de responder al reto,
estos cobayos presentan infiltrado inflamatorio compuesto principalmente de
eosinofilos y neutréfilos, ademas de HVA vy fibrosis subepitelial. Por otro lado, el grupo
que no responde al reto no presentan inflamacion inmediata, pero son hiperreactores a
la histamina y presentan fibrosis subepitelial de manera similar a la de los cobayos que
respondieron al reto. ElI andlisis inmunolégico indic6 que ambos grupos,
respondedores y no respondedores, tienen altos niveles de IgG1 (homdloga a la IgE
humana) sérica especifica al alergeno (Ramos-Ramirez et al, 2008). Hasta el
momento ignoramos la causa de la falta de obstruccién de las VA después del reto
antigénico y hasta el momento este fendmeno no ha sido estudiado. Debido a que la
obstruccién después del reto se debe principalmente a la contraccién del MLVA es
importante evaluar las caracteristicas de este tejido en los cobayos que no responden

al reto antigénico.



3. Hipotesis

Debido a que la contraccibn del MLVA es el principal mecanismo de
obstruccién de la via aérea después del reto antigénico, probablemente las
caracteristicas funcionales y fenotipicas del MLVA de los cobayos respondedores y no

respondedores al reto sean diferentes.

4. Objetivos

General
Determinar las caracteristicas funcionales (contraccion) y fenotipicas (expresion de
diferentes proteinas y mediadores pro-inflamatorios) en el MLVA de cobayos atopicos

retados con el alergeno que respondan o no al reto.

Particulares

1. Determinar el tipo de respuesta broncoobstructiva producida por el reto antigénico
en cobayos sensibilizados al alergeno.

2. Evaluar la magnitud de la contraccion producida in vitro por la ovoalbumina y la
histamina en los cobayos del objetivo anterior.

2. Cuantificar de manera total y diferencial a las células del infiltrado inflamatorio en el
lavado broncoalveolar un dia después de administrado el reto antigénico en los
cobayos del primer objetivo.

3. Determinar y correlacionar la expresion de la subunidad B1 de integrina, Cav-1,
SERCA-2, TGF-B1, TNF-a e IL-13 en las células de MLVA en los cobayos antes

descritos.



5. Material y métodos

5.1 Animales

Se utilizaron 31 cobayos machos raza HsdPoc:DH de Harlan México con pesos
aproximados de 350 a 400 g que se mantuvieron en condiciones convencionales de
humedad, temperatura y alimentacibn en el bioterio del Instituto Nacional de
Enfermedades Respiratorias (INER): 12/12 de ciclo luz y oscuridad, aire filtrado a 21 +
1°C, 50-70 % humedad y cama esterilizada. Se alimentaron con croquetas para
cobayo (Harlan S.A. de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Este proyecto fue

aprobado por el Comité Etico y Cientifico del INER.

5.2 Sensibilizacion

En el dia uno, 24 cobayos fueron inyectados por via intradérmica e
intraperitoneal (i.p.) con OVA (0.06 mg/mL, Sigma St Louis, EU) e hidroxido de
aluminio como adyuvante (1 mg/ml; J.T. Baker, NJ, EU), disueltos en 0.5 ml de

solucion salina fisiolégica (SSF) (modificado de Campos et al, 2001).

5.3 Pletismografia

En el dia 8 se reforzd la sensibilizacién de estos 24 cobayos colocandolos
dentro de una cdmara donde se registro el indice de broncoobstruccion (iB) basal con
la ayuda de un pletismégrafo barométrico para animales en libre movimiento (Fig. 3,
Buxco Electronics Inc., Troy, NY, USA). Posteriormente se les suministré aerosoles de
OVA (3 mg/ml SSF) durante 5 min con un nebulizador US-Bennet (flujo de 2 ml/min).
Este nebulizador produce una mezcla de particulas con la siguiente distribucién, el
44% es menor a 4 um de didmetro, el 38% de 4 a 10 um, y el 18% mayor a 10 um. La
camara fue provista de un flujo de aire continuo (10 ml/s), que no modifica la sefal
respiratoria durante el experimento. A continuacion se realiz6 el registro
pletismogréafico durante una hora para obtener la respuesta maxima.

El sistema de pletismografia estd basado en la medicion directa de las
fluctuaciones de presidn que se presentan dentro de la camara y las compara con una
cadmara de referencia (Bazan-Perkins et al, 2004). Dichas fluctuaciones se registraron
con un transductor de presion diferencial (SCXLO04DN SenSym, Milpitas, CA, EU)
conectado a un preamplificador. La sefial generada fue procesada y analizada
continuamente por un programa (Buxco Biosystem XA v1.1l) instalado en una
computadora. Este programa fue ajustado para incluir solamente volimenes corrientes

de 1 ml o mas, con un tiempo espiratorio minimo de 0.15 s, tiempo inspiratorio de 3 sy



una diferencia méaxima entre los volumenes inspiratorios y espiratorios del 10%. El
ajuste de estos parametros en el programa se realiz6 con el fin de evitar incluir
artefactos en los registros. De esta forma aproximadamente del 7 al 10% de las
respiraciones de cada periodo fueron eliminadas principalmente por movimientos del
cobayo. Cada valor del iB fue el promedio de 15 segundos de lecturas y, de éstas, el
promedio de los ultimos 5 min de cada periodo. Esto se realiz6 con el fin de evitar la
influencia de eventos externos al estudio y mantener la posibilidad de detectar los

cambios agudos.

Entrada de aire
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Figura 3. Dibujo del equipo de pletismografia barométrica para animales en libre movimiento.
En la figura se ejemplifica a un cobayo dentro de una cdmara de pletismografia barométrica.
Para medir los cambios de presion generados dentro de la camara se utiliza un transductor de
presion diferencial que registrara dichos cambios con relacion a la presion atmosférica que es
constante. La seflal generada por los transductores es transferida a un amplificador y
posteriormente hacia una computadora para su procesamiento.

Los fundamentos del iB se basan en que cuando el aire ambiental ingresa a los
pulmones se calienta de ~25°C a 37°C y se humidifica hasta el 100%. En los sensores
de la camara de pletismografia este incremento en el volumen del aire toraxico es
registrado como un aumento en la presion en el interior de la camara. Este incremento
en la presion es temporal, pues disminuye conforme el cobayo exhala el aire. Debido a
gue el aire exhalado pierde humedad y temperatura rapidamente, durante la
exhalacion baja el volumen del aire y esto se registra como una disminucién en la
presién. De esta manera, aunque el transductor no mide directamente los flujos
espiratorios e inspiratorios el programa computacional puede calcular el flujo de
manera indirecta evaluando los cambios de presién durante la inspiracién y espiracion
en el equipo previamente calibrado (Fig. 4; Hamelmann et al, 1997). La informacién es

procesada para dar el valor del iB que es obtenido con la siguiente férmula:



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

Donde: Te = Tiempo total espiratorio (S)
Tr = Tiempo total de relajacion (s)
PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH,0)

PFI = Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)
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Figura 4. Esquema de una onda de presién dentro de la cdmara durante la inspiracién 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 la siguiente. El Tr es el tiempo que transcurre entre el
inicio de la espiracidon hasta que el volumen corriente caiga al 36% durante la espiracion. El
PFE y el PFI se obtienen midiendo la presién positiva y negativa maximas registradas en un
ciclo respiratorio. T: tiempo (s). Tomado de Hamelmann et al, 1997.

En el dia 15, los 24 cobayos fueron expuestos nuevamente a aerosoles de
OVA (1mg/ml SSF) durante un minuto siguiendo el protocolo de pletismografia del dia
de refuerzo antigénico (Dia 8). En este dia 12 cobayos fueron sacrificados para
obtener lavado broncoalveolar (LBA) y musculo liso traqueal como se describird mas
adelante. Los restantes 12 cobayos fueron retados once veces mas, cada una a
intervalos de diez dias, usando 0.5 mg de OVA/ml de SSF, antes de ser sacrificados
para obtener las mismas muestras que los cobayos del dia 15 o primer reto. Un grupo
adicional de cobayos que no fueron retados ni sensibilizados fueron incluidos en el

estudio como controles.



5.4 Conteo celular total y diferencial en el lavado broncoalveolar (LBA)

Veinticuatro horas después del primer o doceavo retos antigénicos, los
animales fueron sobredosificados con una inyeccion i.p. de pentobarbital sodico (28
mg/kg) y una vez que se observo paro cardiorrespiratorio se realizd una traqueotomia.
Posteriormente se introdujo una canula endotragueal por donde se administrd,
utilizando una jeringa, 5 ml de SSF estéril a 37°C, solucion que se recuperé 1 min
después lentamente. Este procedimiento se repitid y el fluido recuperado se mezclé
con el primero. El LBA obtenido se centrifugd durante 10 min a 1 500 rpm (4 °C) en
una centrifuga (Hettich-Zentrifuge, Tultlingen, Alemania) y el sedimento celular se
resuspendié en 1 ml de SSF. Para establecer el nimero total de células en el LBA, se
tomaron 10 pl de la suspensién celular y se colocaron en 40 ul de azul de tripan al
0.4%. Se obtuvieron 10 pl de esta mezcla para depositarse en una camara de
Neubauer donde se realizd el conteo directo de las células en 25 cuadros. El valor
obtenido se multiplicé por el factor de dilucién (5), después por el factor de la camara
(10,000) y se expreso como el numero de células por mililitro de LBA. Por otro lado, el
volumen celular se ajustd hasta tener 1x10° cél/ml adicionando SSF y de estos se
colocaron 50 pl en una citrocentrifuga (7120 Aerospray Wescor Cytospin, EU) para
realizar un frotis celular que fue teflido con la tincibn Romanowsky para conteo
diferencial. Esta tincion se realizé utilizando una mezcla de violeta y azul de metileno
con eosina (Wescor. USA), como colorantes principales, para dar las siguientes
tonalidades: nacleo en puarpura, eritrocitos en rosa, granulos de neutrdéfilos en parpura
y granulos de eosindfilos en rosa-naranja. Se contaron un minimo de 200 células, sin
incluir eritrocitos, con un microscopio de luz (Karl Zeisz, Alemania) a un aumento de
100x.

5.6 Disgregacion celular

Las células de MLVA fueron disgregadas de la trdquea de los cobayos. Para
esto, una vez disecada la traquea, se elimind la fascia superficial para seccionar la
traguea dorsalmente a lo largo de su eje. Con la ayuda de un microscopio
estereoscopico se quitaron las capas de mucosa, epitelio, serosa y vasos sanguineos
hasta obtener una tira de musculo liso. Esta tira fue colocada de 5 ml de solucién
Hank’s (Gibco, New Cork, EUA) que contenia 2 mg de cisteina y 0.05 U/ml de papaina
para incubarse en esta solucién durante 10 min a 37° C. Posteriormente el tejido fue
lavado con una solucién de Leibovitz (Gibco, New Cork, EUA) para remover el exceso
de enzima y después se colocd en solucion de Krebs (composicion (mM): 118 de
NaCl, 25 de NaHCOg;, 4.6 de KCI, 1.2 de KH,PO,, 1.2 de MgSO, y 11 de glucosa,



todos de Sigma, USA) que contenia 100ul de Liberasa (Roche, EUA). En esta solucién
se llevo a cabo una segunda incubacion durante 10 min a 37° C, hasta que las células
se observaron disgregadas mediante agitacion mecanica. Se corroboré la disgregacion
mediante la obtencion de alicuotas que se observaron en microscopio. Una vez
disgregadas las células, toda actividad enzimética fue detenida completamente
adicionando solucién de Leibovitz (Gibco, New Cork, EUA). Posteriormente las células
disgregadas fueron concentradas mediante centrifugacién a 600 rpm durante 5 min, se
desecho el sobrenadante conteniendo las enzimas, y este procedimiento se repitié una

vez mas.

5.7 Citometria de flujo

Las células de MLVA se incubaron por cuatro horas a 37° C en bafio maria en
1 ml de RPMI (Gibco, EUA) y 4 ul de brefeldina A (Sigma, EUA) por cada millén de
células para los grupos controles y 1ml de RPMI (Gibco, EUA), 4ul de brefeldina A
(Sigma, EUA), 10ul de forbol 12-miristato,13-acetato y 5ul de ionomicina (Sigma, EUA)
por cada millon de células para los grupos experimentales. Posteriormente se
permeabilizé6 la membrana con 1.5 ml de saponina (Sigma, EUA) 0.1%, albumina
sérica de bovino (Sigma, EUA) 10%, HEPES (Sigma, EUA) 0.01M y 100ug/ul de 1gG
de cerdo disuelto en 100 ml de PBS por 10 min agitando suavemente a temperatura
ambiente. Después se incubaron las células con anticuerpos primarios contra SERCA-
2 (Biomol, EUA) con 1pl por 1x10° células, 1L-13 (BD Biosciencies Pharmingen, EUA)
con 1ul por 1x10° células, Cav-1 (BD Biosciences Pharmingen, EUA) con 3ul por
1x10° células, TNF-a (R&D Systemns, EUA) con 1pul por 1x10° células, TGF-B1 (Santa
Cruz Biotechnology, EUA) con 1ul por 1x10° células, CD29 dominio citosolico
(Chemicon, EUA) con 1ul por 1x10° células y el ectodominio de CD29 (Santa Cruz
Biotechnology, EUA) con 1ul por 1x10° células, y con los respectivos anticuerpos se
incub6 durante 30 min a temperatura ambiente en oscuridad. Luego se lavaron las
células con 1.5 ml de solucién saponina, y 0.1%, HEPES 0.1M disuelto en 300 ml de
PBS. Se incubd durante 30 min a las células con los anticuerpos secundarios FITC
mouse 1ul (BD Biosciences Pharmingen, EUA), PE mouse 1ul (BD Biosciences
Pharmingen, EUA) y Cy5PE rabbit 1ul (Santa Cruz Biotechnology, EUA) en las
condiciones antes mencionadas. Se lavaron de nuevo con 1.5 ml de solucién saponina
0.1%, HEPES 0.1M disuelto en 300 ml de PBS y por ultimo se analiz6 en el citbmetro
de flujo (Becton & Dickinson FACScan model Scallibur).



5.8 Estudio en 6rganos aislados

Algunas traqueas fueron removidas y colocadas en una caja de Petri con
solucion Ringer Krebs a temperatura ambiente. Se removio cuidadosamente el tejido
conjuntivo y se obtuvo un anillo traqueal de longitud aproximada de 5 mm utilizando un
microscopio estereoscopico (Kart Zeisz, Alemania). El anillo tragueal fue suspendido
en una camara de érganos aislados que contenia 5 ml de solucion Ringer Krebs con la
siguiente composicion (mM): NaCl 120, KCI 4.77, KH,PO, 1.2, MgSO,4 1.2, NaHCO;
25, CaCl, 2.5, y glucosa 11 (Todos de Sigma, EUA). A esta solucion se le administro 1
UM de indometacina, para evitar la sintesis de prostaglandinas enddgenas. Ademas,
la solucion fue continuamente burbujeada con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO,
a 37° C. Posteriormente el anillo traqueal se mantuvieron en equilibrio por un periodo
de una hora a una tensién de 1 g. La tensién fue registrada con un transductor de
tension isométrica (Grass FT03, Grass Instruments, CA, EUA). Para obtener los datos
y registros de la contraccion del masculo liso traqueal se utilizé el software de Axon
Instruments, Inc. (Foster City, CA). Cada anillo traqueal fue estimulado con KCI 60
mM tres veces hasta obtener una respuesta maxima estable, y establecer la viabilidad
del tejido. Posteriormente se administré 3.74 upg/ml de OVA durante 20 min,
posteriormente se lavo la OVA y se estimuld con histamina (10 uM) durante otros 20

min.



6. Resultados

6.1. Tipo de respuesta

De los 12 cobayos estudiados en el primer reto solo 9 presentaron
broncoobtruccién (Respondedores; Fig. 5) de los cuales 7 fueron estudiados debido a
que 2 murieron inmediatamente después del reto. Por otra parte, de los 12 que se
estudiaron hasta el doceavo reto (dia 125), 7 cobayos tuvieron broncoobstruccion
después del reto, pero solo 5 fueron parte del estudio por que 2 murieron durante los
retos. El resto de los cobayos de ambos grupos nunca respondieron a los retos (No
respondedores; Fig 5a). El promedio de iB méaximo alcanzado en el grupo de cobayos
que respondieron a los retos fue del 543 + 65% (valores en relacion a su respectivo iB
basal, n=10). Este valor fue significativamente mayor en comparacion al observado en
el grupo de cobayos que no respondieron a los retos antigénicos (193 + 20%, n=5,
p<0.0001). La administracién de OVA (3.74 ug/ml) en las traqueas de los cobayos
respondedores del primer o doceavo retos siempre produjo contraccion muscular (1.6
+ 0.4 g; n=10). Las traqueas de cobayos de primer o doceavo retos no respondedores
presentaron una respuesta aproximadamente 10 veces menor a la de los
respondedores (0.15 + 0.08 g; n=7; Fig 5b). Las respuestas a 10 uM histamina fueron
similares en ambos grupos (respondedores 1.9 £ 0.5 g, n=10; no respondedores 1.4 +

0.6 g, n=7; Fig 5c).
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Figura 5. Respuesta in vivo e in vitro a la ovalbimina en cobayos sensibilizados. a) Gréfica de
la respuesta tipica de broncoobstruccion (linea continua) después de la administracion de
aerosoles de ovoalbimina en cobayos sensibilizados. En lineas punteadas se muestra el trazo
tipico de un cobayo que no responde al reto con ovoalbimina. b) Contraccién producida por la
ovoalbumina y c) histamina en la traquea de cobayos sensibilizados en su doceavo reto. Los
paneles superiores corresponden a un cobayo no respondedor, los inferiores a un respondedor.
Rmax: respuesta maxima de contraccion a la ovalbumina o histamina. Las flechas indican el
momento de administracion de los farmacos.



6.2 Conteo celular total y diferencial en el lavado bronquioalveolar (LBA)

El nimero de células totales, linfocitos, neutréfilos y macrofagos en el LBA del
grupo control fue de 3080769 + 519107, 101890 + 26602, 118936 + 26761 y 1817378
+ 294439 ceélulas/ml, respectivamente. Estos valores no fueron significativamente
diferentes a los observados en los dias 15 y 125 tanto en los cobayos que

respondieron como en los que no respondieron al reto.

El nimero de eosindéfilos aumento significativamente en el primer reto tanto en
los cobayos que respondieron al reto (p<0.01, n=5) como en los que no respondieron
(p<0.01, n=3), asi como en los retados doce veces y respondieron al reto (p<0.05,

n=5) como en los no respondieron (p<0.05, n=5, Fig. 6) en relacién al grupo control.
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Figura 6. Conteo de eosinéfilos en el lavado bronquioalveolar en los animales que
respondieron al reto antigénico (barras negras) como en los que no respondieron (barras
blancas). Las barras representan el promedio * error estandar. *p<0.05 y **p<0.01 en
comparacion al grupo control (Anova de una sola via, con la prueba de comparaciéon mdaltiple
de Dunnett).



6.3 Expresion de la subunidad B1 de integrina en el MLVA

La expresion del dominio citoplasmético o endodominio de la subunidad 31 de
integrina aumento su expresion significativamente en el grupo de cobayos que
respondieron a los 12 retos antigénicos en relacion al grupo control (p<0.01; Fig. 7).
En el grupo de cobayos que no respondieron a los retos antigénicos la expresion del
dominio citoplasmatico aumento significativamente desde el primer reto (p<0.05) y
este incremento se mantuvo hasta el doceavo reto (p<0.01). Adicionalmente, la
expresion del endodominio fue significativamente mayor en los respondedores que en
los no respondedores en el primer reto (p<0.05). Con respecto al dominio extracelular
0 ectodominio de la subunidad Bl de integrina, su expresion aumento
significativamente en el grupo de 12 retos antigénicos tanto en cobayos
respondedores (p<0.01) como en los no respondedores (P<0.05). El coeficiente de
correlacion de la expresion del ectodominio con el endodominio de la subunidad B1 de

integrina fue altamente significativo (n=27, 0.846, p<0.0001; Tabla 1).
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Figura 7. Expresion del endodominio y ectodominio de la subunidad Bl de integrina en el
MLVA en los cobayos que responden al reto (R) como en los que no responden (NR). Los
simbolos representan el promedio * el error estdndar. *p<0.05 y **p<0.01 en comparacion al
control y entre los endodominio de la integrina en respondedores y no respondedores (Anova
de una sola via, con la prueba de comparacién multiple de Dunnett).



6.4 Expresion de la Cav-1y SERCA-2 en el MLVA

En las figuras 8 y 9 se muestran las graficas de la expresion de la Cav-1 y
SERCA-2 en el MLVA, respectivamente. Tanto la expresion de Cav-1 como de
SERCA-2 en los cobayos que respondieron al reto como los que no respondieron, no
tuvo diferencias significativas.
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Figura 8. Expresién de la Cav-1 en el MLVA en cobayos que responden al reto (R) como en los
que no responden (NR). Los simbolos representan el promedio + el error estandar.
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Figura 9. Expresion de la SERCA-2 en el MLVAmUusculo liso de las vias aéreas en cobayos

que responden al reto (R) como en los que no responden (NR). Los simbolos representan el
promedio * el error estandar.



6.5 Expresion de TNF-a, TGF-B1 e IL-13 en el MLVA

La expresion de TNF-a y TGF-B1 en el MLVA fue evaluada solo para el primer
reto debido a que hubo problemas técnicos para evaluar su expresion en el grupo de
doce retos. La expresion de TGF-f1 en el MLVA aumento significativamente en el
primer reto en los cobayos respondedores tanto en comparacién con los controles
como con los cobayos que no respondieron al reto (p<0.05; Fig. 10A). La expresion de

TNF-a no se modifico en ningun grupo (Fig. 10B).
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Figura 10. Expresion del TGF-B1 y TNF-a en el MLVA en cobayos que responden al reto
(Circulos llenos) como en los que no responden (Circulos vacios). Los simbolos representan el
promedio * el error estandar. *p<0.05 en comparacion al control y entre respondedores y no
respondedores (Anova de una sola via, con la prueba de comparacion multiple de Dunnett).

En la figura 11 se muestra la expresién de la IL-13 en estos grupos. No se

encontr6 diferencias significativas.

En la tabla 1 se muestran los coeficientes de correlaciéon de la expresién de los
dominios intracelulares y extracelulares de la subunidad B1 de integrina, SERCA-2,
Cav-1, TGF-B1, TNF-a e IL-13 en el MLVA. La expresién del endodominio de la
subunidad de B1 integrina tuvo correlacion positiva y estadisticamente significativa con
la expresion del ectodominio de B1 integrina (p<0.0001), SERCA-2b (p<0.05), Cav-1
(p<0.05) e IL-13 (p<0.001). A su vez la expresion del ectodominio de la subunidad 1
de integrina correlaciono positivamente con la expresion de Cav-1 (p<0.0001) e IL-13

(p<0.05). Por otro lado, también se observé significancia en el coeficiente de



correlacion entre la expresion de TGF-B1 con la expresion de SERCA-2 (p<0.05) y
TNF-a (p<0.05), y entre la expresion de IL-13 con la expresion de SERCA-2 (p<0.001)

y Cavl (p<0.001).
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Figura 11. Expresion de la IL-13 en el MLVA en cobayos que responden al reto (R) como en

los que no responden (NR). Los simbolos representan el promedio + el error estandar.

Tabla 1. Coeficientes de correlacion de la expresion de los dominios intracelulares y
extracelulares de la subunidad Bl de integrina (CD29), la bomba de ca® del reticulo
sarcoplasmico (SERCA-2b), la caveolina (Cav-1), el TGF-B1, el TNF-a y la IL-13 en el mdsculo

liso de las vias aéreas.

CD29
(ectodominio)

€D29 0.846 ***

(endodominio)
CD29
(ectodominio)

Serca-2b —
Cavl —
TGF-B1 —
TNF-a —

SERCA-

2b
0.528 *

0.286

Cavl

0.487 *

0.661 ***
0.279

TGF-B1

0.272

0.084

-0.436*
-0.216

TNF-a

0.286

0.460*

-0.235
0.020
0.488*

IL-13

0.500**

0.519**

0.606 **
0.575 **
-0.030
-0.142

***p<0.0001, **p<0.001, *p<0.05, Prueba de T de Student pareada, n=27 en todas las

correlaciones, salvo TNF-ay TGF-B1, donde fue de n=17.



7. Discusioén

Nuestros resultados sugieren que el MLVA puede desarrollar dos fenotipos de
acuerdo a la respuesta broncoobstructiva presentada después del reto, si
broncoobstruye después del reto antigénico presenta altos niveles de TGF-1, pero si
no, expresa altos niveles de la subunidad B1 de integrina. Estos cambios fenotipicos
ocurrieron desde el primer reto antigénico (dia 15). De acuerdo al plan de
sensibilizacion, desde este primer reto antigénico, la exposicion a los aerosoles con
OVA debi6 inducir una broncoobstruccién inmediata cuya magnitud triplicara, por lo
menos, el iB basal (Campos et al, 2001). La presencia de dos patrones de respuesta,
respondedores y no respondedores, ha sido frecuentemente observada en nuestra
poblacion de cobayos desde hace 10 afios (72% responden, 28% no responden,
n=98) y el mecanismo por el cual se presentan estos dos tipos de respuesta se puede
deber a la expresién de integrinas Bl y TGF-B1 como se discutirA mas adelante.
Hemos verificado que tanto los cobayos que responden como los que no responden al
reto sean atdpicos, pues ambos presentan niveles séricos similares de IgGl
(homéloga a la IgE humana) especifica para el alergeno y en ambos casos

significativamente mayores a los controles.

La contraccion del MLVA es el principal mecanismo involucrado en la
obstruccién de la VA producida por el reto antigénico (Vargas, 2005; Barnes, 1998). El
MLVA presenta gran plasticidad fenotipica que esta bajo el control de los estimulos
externos, como factores de crecimiento o la MEC, y es regulado por una red de
cascadas de sefalizacion que controlan la expresion de diferentes proteinas. Estos
fenotipos podrian contribuir con la magnitud de la respuesta de contraccion del MLVA
(Halayko et al., 2008). Por eso verificamos la funcionalidad del MLVA en los no
respondedores al reto antigénico. Los estudios in vitro sugieren que existe una
alteracion en la respuesta inmunoldgica desencadenada por la OVA en los cobayos
que no responden al reto debido a que la adicion del antigeno apenas produce
contraccion. No obstante, podemos descartar una alteracion en la maquinaria
contractil o en la expresién de receptores a histamina, ya que observamos que la
administracion de histamina provoco contraccion en los no respondedores y que la
expresion de los receptores H1 fue similar en ambos grupos (datos no mostrados).
Previamente hemos observado (datos no publicados) que los cobayos no
respondedores en su tercer reto tienen una hiperreactividad mayor que los
respondedores del mismo dia. Esto nos sugiere la posibilidad de que los cambios
fenotipicos de MLVA gue observamos en el primer reto antigénico con el incremento

en la expresion de integrina B1 y la disminucion de TGF-B1 podrian estar implicados



en la exacerbada hiperreactividad que observamos en el tercer reto antigénico. Esto

serd verificado en un futuro en un grupo de cobayos en su tercer reto.

En la poblacién humana existe una gran variabilidad en la manifestacion del
asma atribuida a factores genéticos, dosis de alergeno y grado de exposicién o
sensibilizacion (Alvarez-Puebla et al, 2001). En particular, se ha visto que existen
individuos atopicos que no presentan crisis de asma ante la exposicion al alergeno,
pero tienen HVA (lhre et al, 1988 y Custovic y Murray, 2002). Cockcroft y
colaboradores (2006) observaron que estos individuos atépicos que no responden a
los retos antigénicos llegan a responder cuando son sometidos a grandes
concentraciones de antigeno. Es probable que esto suceda con los cobayos, no
obstante consideramos que el estudio de las caracteristicas fenotipicas de las VA de
los cobayos que no responden al reto antigénico es un tema interesante de estudio
que podria estar relacionado con la tolerancia inmunoldgica, ya que la expresion o
inhibicion de proteinas y elementos celulares pueden estar jugando papeles

importantes en el tipo de respuesta.

La eosinofilia es una caracteristica importante del asma (Broadley y Toward,
2004). Previamente habiamos observado en este modelo de asma que una hora
después del reto antigénico los cobayos que broncoobstruyen presentan neutrofilia y
eosinofilia en el LBA (Bazan-Perkins et al, 2007), pero los no respondedores no
presentaron cambios en el numero de células en el LBA (Ramos-Ramirez et al, 2008).
En este estudio observamos que 24 h después de la exposicion al reto antigénico hay
un gran infiltrado de eosindfilos tanto en respondedores como en no respondedores y
que este fendmeno se observa desde el primer reto antigénico. Esto nos sugiere que
de manera no inmediata pero en el rango de las 24 h se desencadena una respuesta
inmunolégica en los cobayos no respondedores al reto. Durham y Kay (1985)
observaron que la eosinofilia a las 24 hrs se relaciona con la respuesta alérgica tardia
posiblemente por la respuesta de la médula 6sea al reclutamiento de eosindfilos. Es
importante mencionar que el grupo no respondedor no presenta obstruccién de las VA
tardia, por lo que la eosinofilia no esta determinando la presencia de respuesta tardia

en nuestro modelo.

Se sabe que la expresion del ectodominio de la subunidad 1 de integrina en
los cobayos respondedores crénicos se incrementa en las VA, incluyendo al MLVA
(Bazan-Perkins et al, 2007). En este trabajo vimos que el incremento en la expresion
de la integrina en el MLVA sucede en los no respondedores desde el primer reto, lo
gque sugiere que se puede desarrollar un diferente fenotipo de MLVA de manera

temprana. Debido a que las integrinas son fundamentales para que se lleve a cabo la



contraccién del MLVA (Zhang y Gunst, 2008), seria interesante determinar si esa
sobreexpresion se asocia con la activacion de la integrina, lo que podria explicar por

gue los cobayos con alta expresion de integrina no responden al reto.

La expresion del ectodominio de la subunidad B1 integrina en cobayos
respondedores crénicos llega a observarse en zonas acelulares asociada a fibras de
colagena tipo | y Il (Bazan-Perkins et al, 2007). Esta “perdida” del ectodominio de una
proteina durante procesos inflamatorios es comun para muchos receptores de
citocinas (Garton et al, 2006). En particular, resulta interesante conocer el tipo celular
que perdi6 el ectodominio de subunidad B1 de integrina. Nuestros resultados sugieren
que debido a que la correlacién entre el endodominio y el ectodominio de la subunidad
de B1 de integrina es positiva y cercana uno, es probable que el MLVA no sea el tipo

celular que haya perdido el ectodominio de esta integrina.

Las integrinas se encuentran en la membrana plasmatica, dentro de
adhesiones focales y su principal mecanismo de endocitosis es mediante caveolas. La
proteina estructural principal de las caveolas, la Cav-1, se ha relacionado con
transduccion de sefiales importantes para la contraccion del musculo liso (Salanueva,
2007; Gosens, 2006). En este estudio observamos que la expresion de la Cav-1 se
correlaciona con la de la subunidad 1 de integrina, pero su expresion no dependié de

la respuesta funcional de los cobayos ante el reto antigénico.

Otra proteina fundamental para la contraccion del MLVA es SERCA-2b que es
responsable de mediar la contraccion a través del rellenado de los almacenes de Ca**
del RS. Se sabe, por ejemplo, que la actividad de esta bomba es importante para la
HVA (Carbajal, 2005), por lo que su sobreexpresion podria relacionarse con una
sobrecarga de Ca®** en el RS. En este trabajo no observamos modificaciones en la
expresion de SERCA-2, un anticuerpo que reconoce los subtipos SERCA-2a y 2b, ni
por el niumero de retos ni por la respuesta funcional al antigeno. No obstante, la
expresion de la bomba se correlacion6 positivamente con la expresién de la subunidad
Bl de integrina y con la IL-13, ambas moléculas son capaces de favorecer la
contraccién del MLVA (Zhang y Gunst, 2008; Tilba et al, 2003). Por otro lado, la
expresion de SERCA-2 se correlacion6 inversamente con la expresion de TGF-B1, una
citocina considerada como anti-inflamatoria y con efectos contradictorios en la
contraccién durante el asma (Bossé et al, 2007). En este sentido, para entender la
relacion de TGF-B1 en este modelo, es necesario que podamos evaluar no solo su

expresion, sino su nivel de activacion.



Con respecto a TGF-B1, los animales respondedores en el primer reto
antigénico incrementan su expresion de manera significativa con respecto al control y
a los no respondedores. En este punto se puede ver el cambio en el fenotipo del
MLVA y es importante mencionar que no se ha descrito previamente este tipo de

cambios en el MLVA.

Las integrinas y el TGF-B1 tienen una relacién estrecha, debido a que las
integrinas pueden activar al TGF-B1 que se encuentra asociado a un gran complejo
latente en la matriz extracelular. En este sentido, Wipff y Linz (2008) sugieren dos
modelos por los cuales las integrinas pueden activar a TGF-B1, el primero es un
mecanismo dependiente de proteasas y el segundo a través de un cambio
conformacional por las fuerzas de atraccién que estan generando las integrinas contra
esta citocina. Esto reitera la necesidad de orientar el trabajo en relacion a la

determinacion del TGF-B1 que se encuentra activado en este modelo de asma.

El TNF-a tiende a incrementar su expresién en los animales respondedores al
primer reto antigénico lo que posiblemente indique que esta citocina pro-inflamatoria
tenga una gran importancia en el desarrollo del asma en sus primeras etapas y que de
aqui desencadene muchos procesos relacionados con la enfermedad en etapas
tardias. Sin embargo en los animales no encontramos modificaciones en el nivel de
expresion de esta citocina, salvo su correlacion positiva con la expresion de TGF-1 y
la subunidad Bl de integrina. Esta Ultima correlacién podria ser resultado de la
regulacién positiva de las integrinas que es capaz de llevar a cabo el TNF-a
(Montecucco et al, 2007).

La IL-13 es reconocida como una de las principales citocinas en la regulacion
de muchos patrones en el asma (Wills-Karp, 1998). Entre las correlaciones mas
significativas que observamos en este trabajo se encuentra la de la IL-13 con ambos
dominios de la Bl integrina, SERCA-2b y Cav-1. Debido a la importancia de la
expresion de todas estas moléculas en el asma, es probable que alguna de ellas, muy
probablemente la IL-13, esté regulando positivamente la expresion de todas las
demas, ya que fue la citosina que correlacioné de forma positiva y significativa con la
subunidad B1 integrina, SERCA-2b y Cav-1, sin embargo se necesita hacer otro tipo
de experimentos para confirmar lo antes mencionado. Una evidencia a favor de que la
IL-13 sea este regulador es el trabajo de Grunstein y colaboradores (2002) donde
propusieron que la IL-13 tiene comunicacién autécrina en el MLVA y que es la
responsable de mediar procesos tales como la reactividad alterada de éste tejido en

animales sensibilizados con IgE.



Hay estudios que indican que la integrina aVB1 que se encuentra en células de
musculo liso en ave participa de manera importante en la regulacion de contraccion del
musculo liso (Dahm and Bowers, 1998). Scaffidi (2001) en un estudio in vitro con
miofibroblastos mostré que la integrina aVpl tiene una regulacion positiva en la
contraccién de musculo liso en enfermedades pulmonares como el asma y fibrosis
pulmonar. Scherberich y colaboradores (1998) determinaron en un modelo in vitro
mediante el bloqueo de las integrinas al1fl, a2l y aVB1l que la contraccion del
musculo liso vascular en humano se abolia, dando un papel a las integrinas muy
importante en la contraccion del musculo liso. En un modelo in vitro (Yee et al, 1998)
con células de musculo liso vascular demostré que con el bloqueo de la integrina aVp1
la contracciéon se pierde en estas células vasculares. Por otro lado (Wipff, 2007) las
integrinas activan al TGF-B1 para que se pueda llevar a cabo la contraccién muscular y
la progresién de la fibrosis. En un modelo de Alzheimer en raton (Tong, 2007)
demostraron que las arterias cerebrales inducidas por TGF-f1 contraian de manera
importante, dandole un papel a TGF-B1 en la contraccion. Liu (2007) prob6 que los
tipos de sefializacion del TGF-B1 son distintos, ya que puede llevar la organizacién del
citoesqueleto, contraccion, expresion de genes pro-fibroticos e incrementar los efectos

patologicos y fisioldégicos en la remodelacion de tejido conectivo.

Nuestro modelo hecho en cobayos, en MLVA es una representacion in vivo
como un acercamiento a lo que pasa en el asma, la cual es vista como una
enfermedad inflamatoria que ofrece una nueva visibn de un proceso complejo,
mediado por docenas y posiblemente cientos de mediadores (Leff et al, 1991).
Posiblemente en nuestro modelo hay alguna interaccion de la subunidad B1 integrina
con otro tipo de subunidad o en el MLVA, que en el grupo de animales no
respondedores, ésta integrina tenga efectos negativos en la contraccién del MLVA
después del reto antigénico y que esta misma integrina tenga efectos negativos en

TGF-B1. Es necesario hacer mas experimentos para corroborar lo antes mencionado.



8. Conclusiones

1. Nuestros datos sugieren que en el primer reto antigénico se manifiestan dos

fenotipos de musculo liso de las vias aéreas:

-Uno donde no hay broncoobstruccién ante el reto antigénico y el masculo liso de
las vias aéreas tienen una gran expresion de la subunidad B1 de integrina. La
expresion de la integrina se modifica en los subsecuentes retos pero la no

respuesta después del reto se mantiene.

-Otro donde hay broncoobstruccion ante el reto antigénico y el MLVA expresa

niveles elevados de TGF-1.

2. El ectodominio libre de la subunidad B1 de integrina en el asma crénica asociado a

la colagena probablemente no proviene del musculo liso de las vias aéreas.
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