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RESUMEN

El aumento de la reactividad (hiperreactividad) de las vias aéreas ante cualquier
estimulo, ya sea fisico o quimico, es el principal componente fisiopatoldgico del asma.
Recientemente observamos en un modelo de asma alérgica en el cobayo la expresion
de variantes no celulares 6 “acelulares” de las integrinas a1B1 y a2p1, y que la
expresion de estas variantes, que se encuentran unidas a la colagena tipo | y Il de la
lamina propia, correlaciona directamente con la magnitud de la hiperreactividad. No
obstante, en ese mismo estudio se determiné que la expresion de la subunidad 1 de
integrina en las bandas de musculo liso (determinada mediante morfometria) también
se asocia con el grado de hiperreactividad. Una interrogante derivada de ese estudio
es que la marca detectada sobre las bandas de musculo liso en la morfometria no
corresponda totalmente a integrina que estd en los miocitos, pues podrian ser
integrinas acelulares del intersticio, por lo que la relacion entre la expresién de la
subunidad B1 de integrina en los miocitos con la hiperreactividad ain es desconocida.
Nuestro objetivo fue caracterizar la expresién de la subunidad B1 de integrina
directamente en los miocitos del tracto respiratorio y determinar su relacion con la
reactividad de las vias aéreas. Para esto, cobayos machos de la cepa HsdPoc:DH se
sensibilizaron al antigeno (ovoalbumina) y posteriormente fueron retados con el
antigénico cada diez dias (n =12). El cambio en el indice de broncoobstruccion (iB) se
evalud en cada reto mediante pletismografia barométrica. En el tercer reto antigénico
se determind: 1) la reactividad de las vias aéreas a la histamina in vivo; 2) la expresion
de la subunidad B1 de integrina en la pared traqueal mediante inmunohistoquimica y
microscopia electronica; y en miocitos traqueales disgregados enzimaticamente, 3) la
expresion de la subunidad 1 de integrina, TGF-B1 e IL-13 mediante citometria de
flujo; y 4) la expresién de la subunidad B1 de integrina por western blot. En estos
experimentos se incluyé un grupo control de cobayos que solo recibieron retos con
solucion salina fisioldgica (n =6). En todos los retos la administracién del antigeno
indujo una broncoobstruccion transitoria que al menos triplico el iB basal. En el tercer
reto se observé un incremento significativo en la reactividad de la via aérea a la
histamina en los cobayos del modelo de asma en comparacién con los controles
(P<0.05). En las células de musculo liso de los cobayos controles, la magnitud de la
expresion de los dominios citosolico y extracelular de la subunidad 31 de integrina fue
similar. También fue similar la expresién del dominio extracelular de la integrina y la IL-
13 entre los cobayos control y del modelo de asma. Sin embargo, en los cobayos del
modelo de asma la expresién del dominio citosdlico de la subunidad 31 integrina y del

TGF-B1 fue significativamente mayor que en los controles (P<0.05 y P<0.01,

9



respectivamente). La magnitud de la reactividad de la via aérea se asocio
significativamente (P<0.05) tanto con la expresion en los miocitos del dominio
citosolico de la subunidad B1 de integrina como del TGF-f1 (r =0.35 y r =0.4,
respectivamente). Adicionalmente, la expresién de ambos dominios de la subunidad
B1 de integrina mostraron una asociacion significativa con el TGF-B1 (P<0.00001; r
=0.74 y r =0.8, dominios extracelular y citosélico, respectivamente). El analisis por
western blot de la subunidad 1 de integrina en miocitos traqueales revel6 la expresién
de varios fragmentos en los cobayos del modelo del asma que corresponden
predominantemente al dominio citosélico en comparacion al extracelular.

Por otro lado, mediante inmunohistoquimica se identifico tanto en cobayos controles
como en los de modelo de asma, la expresion de los dominios citosélico y extracelular
tanto en musculo liso como en tejido conectivo, lo cual se corrobord mediante
microscopia inmunoelectrénica. El analisis por western blot del tejido conectivo mostrd
varios polipéptidos de la subunidad B1 de integrina que expresan tanto el dominio
citosolico como el extracelular. Nuestros datos sugieren que en el modelo de asma en
el cobayo hay un incremento en la expresion del dominio citosélico de la subunidad 1
de integrina que se relaciona con la expresion del TGF-B1 en los miocitos traqueales.
Adicionalmente observamos que el incremento de la reactividad de las vias aéreas
estd asociado a un fenotipo de miocitos que sobreexpresan estas proteinas; y que
durante el desarrollo del asma se podrian estar generando variantes de la subunidad
B1 de integrina tanto en musculo liso como en tejido conectivo que podrian estar

asociadas con la patogénesis de la enfermedad.
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ABSTRACT

The increased reactivity (hyperresponsiveness) of the airways to any stimulus, whether
physical or chemical, is the main component of asthma pathophysiology. Recently we
observed that overexpression of integrin 1 subunit found in areas "acellular" of the
basement membrane and the lamina propria is directly related to the degree of airway
hyperresponsiveness. However, the role of integrins in smooth muscle, a central
structure in the control of reactivity is unknown. Our objective was to characterize the
expression of integrin 1 subunit in tracheal myocytes and its relationship to the
reactivity of the airways. For this strain male guinea pigs HsdPoc: DH were sensitized
to antigen (ovalbumin) and then were challenged with antigen every ten days (n = 12).
The change in the rate of broncoobstruccion (IB) were evaluated in each challenge by
barometric plethysmography. In the third challenge antigen was determined: 1) the
airway reactivity to histamine in vivo, 2) the expression of integrin 1 subunit in the
tracheal wall by immunohistochemistry and electron microscopy, and in enzymatically
dispersed tracheal myocytes, 3) the expression of integrin 31 subunit, TGF-B1 and IL-
13 by flow cytometry, and 4) the expression of integrin B1 subunit by western blot. In
these experiments included a control group of guinea pigs that received only saline
challenges (n = 6). In all challenges antigen administration induced a transient
broncoobstruction at least tripled the basal IB. The third challenge is a significant
increase in airway reactivity to histamine in guinea pig model of asthma compared with
controls (P <0.05). In smooth muscle cells of control guinea pigs, the magnitude of the
expression of cytosolic and extracellular domains of integrin 1 subunit was similar.
Was similar expression of the extracellular domain of the integrin and IL-13 between
the control guinea pigs and model of asthma. However, in the guinea pig asthma model
the expression of the cytosolic domain of B1 integrin subunit and TGF-f1 was
significantly higher than in controls (P <0.05 and P <0.01, respectively). The magnitude
of airway reactivity was significantly (P <0.05) expression in both myocytes cytosolic
domain of (1 integrin subunit and TGF-B1 (r = 0.35 and r = 0.4, respectively).
Additionally, the expression of both domains of integrin 1 subunit showed a significant
association with TGF-B1 (P <0.00001, r = 0.74 and r = 0.8, extracellular and cytosolic
domains, respectively). The western blot analysis of B1 integrin subunit in tracheal
myocytes revealed the expression of several fragments in asthma model guinea pigs
under  predominantly  cytosolic domain compared to  extracellular.

Furthermore, immunohistochemistry was identified both in controls as guinea pigs in
asthma model, the expression of cytosolic and extracellular domains in both smooth

muscle and connective tissue, which was corroborated by immunoelectron microscopy.
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The western blot analysis showed several of the connective tissue polypeptides of the
integrin 31 subunit expressing both the cytosolic and the extracellular domain. Our data
suggest that in the asthma model in guinea pigs there is an increase in the expression
of cytosolic domain of 31 integrin subunit that is related to the expression of TGF-31 in
tracheal myocytes. Additionally note that the increased reactivity of the airways is
associated with a phenotype of myocytes that overexpress these proteins, and that
during the development of asthma could be generating variants of the B1 integrin
subunit in both smooth muscle and connective tissue that could be associated with the

pathogenesis of the disease.
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ABREVIATURAS

Abreviatura

ADMIDAS
ATP

EFG

MEC

MIDAS

MLVA
OVA
PD20o
PSI
SSF
TGF-p1

VA

Significado

Adyacente al sitio MIDAS
Adenosina trifosfato

Factor de crecimiento epidermal
indice de broncoobstruccion
Inmunoglobulina E
Interleucina-13

Matriz extracelular

Sitio de adhesion dependiente de un metal
idnico

Musculo liso de las vias aéreas
Ovoalbumina

Dosis provocativa 200

Plexina, Semaforina, Integrina

Solucioén salina fisiolégica

Factor de crecimiento transformante-beta 1

Vias aéreas
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INTRODUCCION

Vias aéreas

La respiracion celular es el proceso mediante el cual la energia quimica
proveniente de carbohidratos, lipidos y proteinas es liberada en forma de adenosina
trifosfato (ATP). 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 respiracién celular. La
ruta que se encarga de conducir, filtrar, humedecer y calentar el aire ambiental para
dirigirlo a las zonas de intercambio gaseoso se conoce como 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 pulmoén para alcanzar las zonas
de intercambio gaseoso (West, 2002).

Estructuralmente las VA se dividen en dos, superiores e inferiores. Las
superiores inician en la cavidad nasal y continlan por los senos paranasales, la
faringe y la laringe, mientras que las inferiores van de la traquea, a los bronquios, los
bronquiolos y terminan en los bronquiolos respiratorios (Welsch, 2008).
Histolégicamente la pared de la traquea y bronquios estd compuesta por un epitelio
seudoestratificado cilindrico ciliado con células caliciformes, glandulas subepiteliales,
tejido conectivo, musculo liso y placas de cartilago. Por su parte los bronquiolos se
caracterizan por presentar un epitelio cuboidal pseudoestratificado ciliado con células
Clara, tejido conectivo, musculo liso y carecen de glandulas y cartilago (West, 2002).

El transito continuo de aire ambiental a través de las VA genera en estas una
gran susceptibilidad de presentar infecciones y enfermedades, y entre las
enfermedades mas comunes de las VA esta el asma (Global Initiative for Asthma

GINA, 2009).
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Asma

La palabra “asma” es una palabra griega utilizada por Hipdcrates para designar
sintomas como jadeo o falta de aliento, por lo que cualquier individuo con esta
caracteristica era clasificado como asmatico. El concepto fue modificado a finales del
siglo XIX, cuando se definié al asma como “disnea paroxistica de un caracter peculiar
con intervalos de respiracion sana entre los ataques” (Holgate, 2010). En la actualidad
el asma se define como un trastorno complejo y muy heterogéneo de las VA
caracterizada por inflamaciéon crénica y manifestaciones repetidas, variables y
episddicas de obstruccion transitoria de las VA (Kim et al, 2010; Lloyd y Hessel, 2010).

En la actualidad el asma es un problema de salud publica mundial pues entre 5
al 10% de la poblacién reune los criterios para ser clasificados como asmaticos. En
México durante el afio 2006 en el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), otorgé
atencion a 449,002 casos de asma en medicina familiar, 188,274 en otras
especialidades médicas, 255,854 en urgencias y se registraron 14,537 egresos
hospitalarios por asma (Viniegra, 2010).

A nivel mundial, la muerte anual por asma se ha estimado en 250,000 individuos
y la mortalidad parece no correlacionar con la prevalencia (Global Initiative for Asthma
GINA, 2009). México tiene una de las tasas mas altas de mortalidad por asma de
América Latina. El IMSS mostré una tasa de mortalidad de 12.8 por cada 100,000
derechohabientes durante 1990, mientras que la mortalidad general para 1997 se

calculd en 20 por cada 100.000 habitantes (Viniegra, 2010).

Fisiopatologia del asma

Se han identificado diferentes factores que influyen en el desarrollo del asma, y
de manera general se pueden dividir en factores de predisposicion, que principalmente
son genéticos, y factores desencadenantes, que generalmente son ambientales. Entre
los factores genéticos de predisposicion al asma, la atopia es el mas constante. Un

individuo atépico es aquel que presenta altos niveles de inmunoglobulina E (IgE)
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especifica a alergenos que se manifiesta mediante reacciones cutaneas con extractos
de alergenos comunes. Los factores desencadenantes ejercen una gran influencia
sobre los factores genéticos para la instalacion y expresion 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 contaminacién ambiental también pueden contribuir a la instalacion
del asma (Ville, 1996).

Aunque el asma es referida continuamente como una manifestacion de 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. Las causas mas comunes del asma
intrinseca son la poliposis nasal, la sensibilidad a aspirinas y la dependencia a
esteroides. El asma intrinseca es cada vez mas frecuente en la poblacién, y salvo por
la presencia de atopia en el asma alérgica, el asma no alérgica es clinica,

inmunolégica y fisiopatolégicamente similar al asma alérgica (Vargas, 2005).

Asma alérgica

La alergia es la respuesta del sistema inmune a estimulos externos en individuos
sensibilizados. Por esto se conoce al asma alérgica como extrinseca. El proceso
alérgico asociado al asma extrinseca se inicia cuando un alergeno ingresa a las VA
donde se endocita y procesa por ceélulas presentadoras de antigenos profesionales
como las células dendriticas y macrofagos; aunque los basdfilos, eosindfilos, células
colaboradoras naturales y mastocitos también pueden llevar a cabo ésta funcién (Kim
et al, 2010). Los fragmentos degradados del alergeno son presentados a los linfocitos
T virgenes que se activan, maduran y proliferan como linfocitos T cooperadores del
tipo 2 para luego interaccionar con los linfocitos B; éstos ultimos son los productores
de los anticuerpos IgE especificos para el alergeno. Cuando la IgE se une a su

receptor de alta afinidad FceRI que se encuentra en mastocitos y basdfilos, el

16



individuo se ha sensibilizado al alergeno. La expresién 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 las células sensibilizadas. Estas células liberan diferentes
tipos de mediadores como la histamina, generando tanto respuestas inflamatorias
como sintomas respiratorios derivados de la obstruccion de las VA. Aunque la
hipersecrecion de moco, edema y contraccion del muasculo liso de la VA (MLVA) son
los principales mecanismos que inducen la obstruccion de las VA durante una
exacerbacién producida por el alergeno, el principal contribuyente de esta obstruccion
es el incremento de la reactividad de la VA a estimulos que usualmente son tolerados
por los individuos normales. Este fendmeno es conocido como hiperreactividad de las

VA (Ying y Zhao, 2006; Lloyd y Hessel, 2010).

Hiperreactividad de las VA

La hiperreactividad de las VA es una caracteristica fundamental del asma pues
se presenta en todos los pacientes con esta enfermedad y su severidad es
generalmente proporcional a la severidad del asma (Busse, 2010).

La hiperreactividad de las VA puede ser determinada mediante la estimulacion
directa del MLVA con agonistas de la contraccion como acetilcolina o histamina
(Busse, 2010; Cockroft y Davis, 2006). En particular, la histamina puede también
activar fibras sensorias en las VA y no sélo contraer directamente el MLVA sino
también llevar a una respuesta reflejo que puede a su vez amplificar la contraccion.
Por otro lado, la hiperreactividad de las VA también puede ser determinada
indirectamente cuando las VA se encuentran inflamadas. En este sentido, la
adenosina monofosfato es capaz de estimular a los mastocitos para que liberen sus
mediadores y éstos provoquen contraccion del MLVA de manera independiente a la
presencia de IgE (Busse, 2010).

Los factores que contribuyen al desarrollo de la hiperreactividad de las VA se

han dividido en dos categorias: el variable y el persistente (Cockroft y Davis, 2006;
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O’'Byrne, 2003). El variable esta intimamente asociado al grado de inflamacion y
depende de los estimulos ambientales, como la presencia de alergenos, infecciones,
contaminantes, etc. (Busse, 2010; Cockroft y Davis, 2006; O'Byrne, 2003). El
persistente es independiente del grado de inflamacién y se ha atribuido al cambio
estructural de las VA (remodelacién), que se observa en el asma cronica donde se
engrosan las paredes de la VA por hipertrofia e hiperplasia de las células que la
conforman y por depédsito de componentes de la matriz extracelular (MEC) (Busse,
2010; Cockroft y Davis, 2006; O'Byrne, 2003).

Aun se desconocen las causas del desarrollo de hiperreactividad de las VA, no
obstante se han observado que varias moléculas podrian estar involucradas. Por
ejemplo, un mediador central asociado a la magnitud de la hiperreactividad de las VA
durante el asma extrinseca es la interleucina 13 (IL-13). Se ha demostrado que hay un
incremento en la expresién de la IL-13 en células de fluidos de lavado broncoalveolar
obtenido de pacientes con asma, y que su liberacion en células epiteliales de las VA
de raton causa hiperreactividad de las VA a metacolina. Ademas, la neutralizacién de
IL-13 por la administracion sistémica de un anticuerpo inhibe la hiperreactividad de las

VA inducida por alergeno en ratones sensibilizados (Yoshihito et al, 2010).

El MLVA

El MLVA participa en muchos aspectos patoldgicos del asma pues es el principal
actor de la hiperreactividad y tono de las VA, ademas de participar en la perpetuacion
y amplificacién de la inflamacion y la remodelacién de las VA (Busse, 2010; Cockroft y
Davis, 2006; Girolamo et al, 2008). Las propiedades mecanicas del MLVA son
fundamentales para la regulacién de sus funciones, particularmente del proceso de
contraccion.

El proceso de contraccién del MLVA se inicia por la entrada de Ca** a la célula
cuando el MLVA es estimulado por agonistas de la contraccién como acetilcolina o

histamina. El Ca®*" se une a la calmodulina aumentado su afinidad por la subunidad
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catalitica de la cinasa de la cadena ligera de miosina. La formacion del complejo Ca?*-
calmodulina-cinasa de la cadena ligera de miosina permite la fosforilacion en la serina
19 de la ATPasa de miosina activandola y permitiendo la interaccién de los filamentos
de actina y miosina e iniciando el desarrollo de tensién muscular. Cuando el Ca®'
disminuye, la cinasa de la cadena ligera de miosina se inactiva, la miosina se
desfosforila y el musculo se relaja (Gunst y Tang, 2000; Rodger, 1085).

En el musculo liso, a diferencia del estriado, no hay un arreglo de las fibras de
miosina y actina en bandas paralelas, sino en paquetes dentro de la célula que
interaccionan con la superficie interna de la membrana llamadas “bandas densas” o
“placas densas”. Estas placas densas estan acopladas a las de células adyacentes en
areas llamadas placas de anclaje. Las placas densas asociadas a la membrana
regulan la transmision de fuerza de contraccion con la MEC, donde las placas de
anclaje proveen un acople mecanico entre miocitos adyacentes (Kim et al, 2008).

Las placas densas son similares en composicion molecular a los sitios de
adhesion focal. Uno de los componentes de las adhesiones focales son las integrinas

que anclan a proteinas de MEC por el medio externo y a proteinas del citoesqueleto
como vinculina, talina, a-actinina y paxilina por el medio citosélico (Gunst y Tang,

2000).

Integrinas

El término “integrina” fue aplicado por primera vez a finales del afio de 1985 para
describir a la mayor familia de receptores transmembranales de la superficie celular.
Estos receptores regulan sefiales de la MEC con el citoesqueleto, y viceversa,
mediando funciones celulares como la migracion, adhesién y proliferacién celular,
entre otras (Hynes, 1987). Excepto en eritrocitos, todos los tipos celulares expresan
una o mas integrinas (Hemler, 1990), y en mamiferos pueden ser encontradas mas de

20 integrinas distintas (Kreidberg y Symons, 2000).
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La primera integrina descrita fue el receptor de la fibronectina (Pytela, 1985) que,
junto con los demas miembros de esta familia descubiertos posteriormente, muestran

la misma estructura basica: glicoproteinas transmembranales constituidas por dos

cadenas proteicas, o subunidades o y . De la subunidad a se conocen hasta el

momento 18 subunidades y 8 de la 3, que combinadas producen los 24 heterodimeros

de integrina hasta ahora conocidos (Fig. 1).
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Figura 1. Familia de integrinas. Hay tres grupos principales: 2, 1y aV. (modificado de
Hynes, 2002)

Las subunidades a y  son proteinas transmembrana tipo |, es decir, contienen
un gran dominio extracelular y un pequefio dominio citosélico con 700-1100 y 30-50
residuos de aminodacidos, respectivamente (Fig. 2). Todos los dimeros de las
integrinas se disocian por detergentes idnicos, indicando que las subunidades estan

unidas por interacciones no covalentes (Humphries, 2000).

Subunidad a de integrina

La subunidad a esta compuesta de 7 hélices P interconectadas con forma
circular. Esta subunidad posee un dominio Calf-1 y otro Calf-2 que forman una
estructura tipo “pierna” que soporta el circulo. Las ultimas 4 hojas de las hélices 3

contienen dominios tipo EF que unen Ca?'. La unién de Ca*" en estos sitios afecta
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alostéricamente la union al ligando (Kreidberg y Symons, 2000; Pytela et al, 1985;
Hynes, 2002; Barczyk y Carracedo, 2010). De las 18 subunidades a conocidas, solo 8
tienen un dominio | que contiene aproximadamente 200 residuos de aminoacidos y
esta insertado entre las hojas 2 y 3 de la hélice B. EI dominio | esta formado por 5
hojas B-plegadas y 7 hélices a. La unién al ligando ocurre por la unién coordinada de
un i6n de Mg® en el motivo sitio de adhesién dependiente de ion metal (MIDAS),
(Ruoslahti, 1995; Humphries, 2000). El dominio | con una a-hélice extra tiene la
capacidad de interactuar con fibras de colagena. En general el dominio | es altamente
homologo entre la integrinas a diferencia del dominio citosélico que es muy divergente.
El area entre el dominio hibrido de la subunidad B y la superficie de la hélice p de la
subunidad o es crucial para la heterodimerizacibn que ocurre en reticulo
endoplasmico. Generalmente hay un exceso de subunidad [ en el reticulo
endoplasmico y la cantidad de subunidad o determinara la cantidad de receptor que
puede ser transportado a la membrana plasmatica. Subunidades o y B libres no se
encuentran en la membrana plasmatica (Barczyk y Carracedo, 2010).

Las integrinas tienen una relacién importante con el factor de crecimiento
transformante 1 (TGF-B1). En fibroblastos de raton, el TGF-B1 regula la expresiéon de
las integrinas o231 y a5p1, y los mecanismos incluyen activacion de los complejos
latentes del TGF-B1 asi como el incremento en su sefalizacion (Eiko et al, 2010). El
TGF-B1 no solo interactua con las integrinas, sino también induce su transcripciéon

génica en fibroblastos de humano (Dmitri et al, 2008).

Subunidad p de integrina

La subunidad B contiene los dominios PSI (Plexina, Semaforina e Integrina),
hibrido, Bl y 4 repeticiones del factor de crecimiento epidermal (EFG) ricos en cisteina.
El dominio I contiene un sitio de unién al Mg adyacente al sitio MIDAS (ADMIDAS)

que se une a un ion de Ca* inhibitorio. El sitio ADMIDAS une un ion de Mg?* llevando
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a un cambio conformacional resultando en una forma activa. Las cadenas [ comparten
homologia en el tallo citosdlico con motivos NPX/Y capaces de unir proteinas con
dominio PTB. Proteinas como talina 1 y 2 activan integrinas por la unién a sus tallos §,

mientras que filamina A regula negativamente ésta activacion (Barczyk, 2002).

B-hélice
1| 2 |Dominiol| 3| 4|5 | 6| 7 |Pierna| Calf-1| Calf-2 Subunidad o
k k k% X
PSI Dominios EGF
X sitio de union a Mg2 Ak
: Dominiol| 1 | 2 | 3 | 4 Subunidad 3

* Sitio de unién a Ca?*

Dominio hibrido

Figura 2. Estructura general de las integrinas. El dominio extracelular de la subunidad o es
el responsable de la unién a ligando (célula-célula o célula-matriz), mientras que el dominio
citosdlico de la subunidad 3 es el que participa en la unién a componentes del citoesqueleto y
en la activacion de cascadas de sefializacion intracelular. La barra morada corresponde al

dominio transmembranal (Basado en Barczyk, 2010).

Subunidad p1 de integrina

La familia de integrinas B1 esta constituida por doce heterodimeros que incluyen
dela al a la all y a av. Cada una constituye una molécula distinta con diferentes
propiedades y caracteristicas. Las integrinas B1 estan ampliamente distribuidas y
predominantemente son receptores de moléculas de la MEC como fibronectina,
colageno, vitronectina y laminina. La familia de las B1 integrinas también es conocida
como familia VLA (Very Late Antigens), debido a que sus miembros fueron los
primeros originalmente definidos como heterodimeros y que se expresaban de 2-4

semanas después de la activacion in vitro de las células T (Hemler, 1988).
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Los dominios extracelular, transmembranal y citosdlico de la subunidad 1 de
integrina estan codificados en un unico gen, ITGB1 en humanos y el locus se localiza
en el cromosoma 10 p11.22.

En las VA la subunidad B1 de integrina se expresa en musculo liso,
fibroblastos, eosindfilos y linfocitos T (Abraham et al, 2004; Nguyen et al, 2005). La
activacion de la subunidad 1 de integrina en el MLVA por colagena monomeérica tipo |
y fibronectina regula la capacidad de diferenciaciéon, secrecion y proliferacion del
musculo (Nguyen et al, 2005; Peng et al, 2005). Adicionalmente, la cinasa asociada a
esta integrina, que interactia con el dominio citosdlico de la subunidad 1, puede
activar y regular la contracciéon del musculo liso vascular directamente por fosforilacion
de la miosina e indirectamente por inhibicion de la fosfatasa de la cadena ligera de la
miosina (Boudreau, 1999; Liu, 2000; Hannigan et al, 1996; Deng et al, 2002).
Finalmente, en un modelo de asma alérgica en la oveja, el tratamiento con anticuerpos
contra las integrinas a1p1 y a4p1 evita el desarrollo de la hiperreactividad de las VA

(Abraham et al, 2004).

Modificaciones post-transcripcionales de la subunidad p1 de
integrina.

Se han realizado muchos estudios para entender el papel del dominio
citoplasmico de la subunidad 1 de integrina en la modulacion de las funciones
celulares. A su vez, se han descrito variantes de la subunidad 1 de integrina que son
generadas por eventos de empalme alternativo que crean secuencias citoplasmicas
unicas (Mara, 1997). Es importante mencionar que hasta el momento no se conocen
variantes del dominio extracelular de la subunidad 1 de integrina que se hayan
generado por un proceso de empalme alternativo y ni se han descrito en procesos

patolégicos.
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Modificaciones post-traduccionales de la subunidad 1 de integrina.

El dominio extracelular de la subunidad 1 de integrina tiene la peculiaridad de
poseer 12 sitios potenciales para ser glicosilados (Scott A. et al., 1987). Se ha
observado que en cancer, las integrinas presentan un incremento en la glicosilacion, lo
que modifica sus funciones de adhesién provocando que las células se desanclen y
migren.

Por otro lado se ha observado en un modelo de asma alérgica que el dominio
extracelular de la subunidad B1 de integrina se expresa de manera “acelular” unido a
la MEC (Bazan-Perkins et al., 2009). Es probable que la proteina podria encontrarse
en estas zonas debido a corte proteolitico. Este tipo de modificacién es irreversible, sin
embargo la proteina puede conservar su funcién biolégica o incluso generar una

funcion diferente (Jeffrey W., 1997)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Recientemente describimos que la inflamacién crénica en un modelo de asma
alérgica en el cobayo puede inducir la expresion de variantes no celulares 6 acelulares
de las integrinas a1B1 y a2B1, y que la expresion de estas variantes, que se
encuentran unidas a la colagena tipo | y Il de la lamina propia, correlaciona
directamente con la magnitud de la fibrosis, inflamacién, obstruccion e hiperreactividad
de las VA (Bazan-Perkins et al, 2009). En ese mismo estudio, se describié que la
expresion de la subunidad B1 de integrina en el MLVA (determinada mediante
morfometria) correlaciona directamente con el grado de hiperreactividad de las VA. No
obstante, debido a que encontramos variantes acelulares sobre la MEC, es probable
que la marca detectada sobre las bandas de musculo en la morfometria no
corresponda totalmente a integrina que esta en los miocitos, pues podrian ser
integrinas acelulares del intersticio, por lo que la relacion entre la expresion de la
subunidad B1 de integrina en los miocitos y con el grado de reactividad de las VA aun

es desconocida.
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HIPOTESIS

El desarrollo de hiperreactividad de las VA se asocia con el incremento en la

expresion de la subunidad B1 de integrina en el MLVA en un modelo de asma alérgica.

OBJETIVOS

General

Caracterizar la expresion de la subunidad 1 de integrina en un modelo de
asma alérgica en el cobayo y relacionarla con el desarrollo de hiperreactividad

de las VA.

Particulares

1. Determinar la reactividad de las vias aéreas en cobayos sensibilizados y
retados repetitivamente con ovoalbumina.

2. Evaluar la expresion de los dominios extracelular y citosoélico de la subunidad
B1 de integrina en musculo liso traqueal de cobayo.

3. Relacionar la expresion del dominio extracelular y citosdlico de la subunidad 31
de integrina de musculo liso con el desarrollo de hiperreactividad de las VA en

el cobayo.
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MATERIAL Y METODO

Se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa HsdPoc:DH de Harlan
México con pesos aproximados de 350 a 400 g que se mantuvieron en condiciones
convencionales de humedad, temperatura y alimentacion en el bioterio del INER:
12/12 de ciclo luz y oscuridad, aire filirado 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 (Numero de proyecto B27-08).

Sensibilizaciéon antigénica

En el dia uno, se prepard una soluciéon con ovoalbimina (OVA; 0.06 mg/ml,
Sigma St Louis, EU) e hidréxido de aluminio como adyuvante (1 mg/ml; J.T. Baker, NJ,
EU), disueltos en 30 ml de solucién salina fisiolégica (SSF). Se le inyectd a los
cobayos 1 ml de la solucién anterior por via sistémica. A 6 cobayos controles se les

administré una inyeccion con el mismo volumen pero unicamente con SSF (Fig. 3).

Numero de reto

B - o ® o

? 1er 2do 3er

Reforzamiento antigénico

Sensibilizacién antigénica

| i ! ! |

0 8 15 25 35
Dia

Figura 3. Esquema de sensibilizacion y administracion de retos antigénicos en el

modelo de asma alérgica.
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Pletismografia barométrica

En el dia 8 se reforzé la sensibilizacion de los cobayos con OVA (Fig. 3), para
esto, se colocd al cobayo dentro de una camara donde se registré el indice de
broncoobstruccién (iB) basal con la ayuda de un pletismografo barométrico (Fig. 4)
para animales en libre movimiento (Buxco Electronics Inc., Troy, NY, USA).
Posteriormente se les suministré aerosoles de OVA (3 mg/ml SSF) durante 5 min con
un nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min). Este nebulizador produce una mezcla
de particulas con la siguiente distribucion: el 44% es menor a 4 ym de diametro, 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 mil/s), que no modifica la sefal respiratoria durante el experimento.
Posteriormente se realizé el registro pletismografico durante una hora para obtener la
respuesta de broncoobstruccién maxima.

El sistema de pletismografia barométrica esta basado en la medicion directa de
las fluctuaciones de presion que se presentan dentro de la camara y las compara con
una camara de referencia. Dichas fluctuaciones se registraron con un transductor de
presion diferencial (SCXLO04DN SenSym, Milpitas, CA, EU) conectado a un
preamplificador. La sefal generada fue procesada y analizada continuamente por un
programa (Buxco Biosystem XA v1.1). Este programa fue ajustado para incluir
solamente voliumenes corrientes de 1 ml o mas, con un tiempo espiratorio minimo de
0.15 s, tiempo inspiratorio de 3 s y una diferencia maxima entre los volumenes
inspiratorios y espiratorios del 10%. El ajuste de estos parametros en el programa se
realizd con el fin de no incluir artefactos en los registros. De esta forma
aproximadamente del 7 al 10% de las ventilaciones de cada periodo fueron eliminadas
principalmente por movimientos del cobayo. Cada valor del iB fue el promedio de 15 s
de lecturas y, de éstas, el promedio de los ultimos 5 min de cada periodo.

El iB se fundamenta en los cambios de volumen del aire ambiental y el que

esta dentro del pulmén del cobayo, debido a que el aire ambiental se calienta de
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~25°C a 37°C una vez que esta dentro de los pulmones, ademas de que también se
humidifica al 100%. Los sensores de la camara de pletismografia detectan este
cambio en el volumen como un aumento en la presion en el interior de la camara. Este
incremento en la presién es transitorio, pues disminuye conforme el cobayo exhala el
aire. Debido a que el aire exhalado pierde humedad y temperatura rapidamente,
durante la exhalacién baja el volumen del aire dentro de la camara y esto se registra
como una disminucion en la presion. De esta manera, aunque el transductor no mide
directamente los flujos espiratorios e inspiratorios, el programa de la computadora
puede calcular el flujo de manera indirecta evaluando los cambios de presion durante
la inspiracion y espiracion en el equipo previamente calibrado (Hamelmann et al,
1997). La informacion 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 relajacién (s)
PFE = Pico de flujo espiratorio (presion positiva maxima, cmH,O)
PFI = Pico de flujo inspiratorio (presiéon negativa maxima, cmH-0)

Los dias 15, 25 y 35 se realizaron tres retos con el antigeno, el dia 15 se
administré una soluciéon de 20 mg de OVA disuelto en 20 ml de SSF. Los dias 25y 35
con se administré una solucién de 10 mg de OVA disuelto en 20 ml de SSF. Todos los
retos duraron un minuto y el iB fue registrado durante una hora. Los cobayos control

solo recibieron SSF durante los retos.
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Figura 4. Equipo de pletismografia barométrica para animales en libre
movimiento. En la figura se ejemplifica a un cobayo dentro de una camara 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 relaciéon a la presion
atmosférica que es constante. La sefial generada por los transductores es transferida a un

amplificador y posteriormente hacia una computadora para su procesamiento.

Reactividad de las vias aéreas

La reactividad de las vias aéreas fue evaluada en los grupos controles y en el
grupo experimental en el tercer reto con OVA (dia 35), comparando las curvas dosis
respuesta a la histamina antes y después de la administracion de OVA. Para ello,
inicialmente se obtuvo el (B basal y posteriormente se nebulizaron dosis no
acumulativas de histamina (desde 0.01 hasta 0.32 mg/ml; Sigma St Louis, EU) durante
1 min. Para cada dosis se registré el IB durante 5 min continuos y se obtuvo el valor
promedio. El intervalo entre la administracion de cada dosis fue de 10 min. La curva
dosis-respuesta se terminé una vez que la histamina produjo una broncoobstruccion
que triplico el valor basal del IB (Dosis provocativa 200 6 PD.y). Después se esperé a
que la broncoobstruccion disminuyera a un B aproximado al 50% del valor basal
(Bazan-Perkins et al, 2004), y se retd con aerosoles de OVA (0.5 mg/ mL SSF, 1 min).
La segunda curva de histamina se realizé tres horas después de la administracion de

OVA siguiendo el mismo protocolo de la primera curva.
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Eutanasia de los cobayos y extraccion de traquea

Veinticuatro horas después de terminada la segunda curva de histamina, los
cobayos se eutanasiaron mediante una sobredosis con pentobarbital sédico (28
mg/Kg). Una vez que los cobayos tuvieron paro cardiorespiratorio, se les realizé una
incision en el cuello para disecar la traquea (Fig. 5).

A la traquea se le elimind la fascia superficial para seccionarla en cuatro partes,
cada una de 4 anillos traqueales. Cada parte de la traquea se empleo para hacer un
estudio diferente. La primera parte de la traquea (1-4 anillos traqueales) se empleo
para la citometria de flujo. La segunda parte de la traquea (5-8 anillos traqueales) se
utilizé para realizar el western blot. La tercera parte de la traquea se usé para realizar
la inmunihistoquimica y la cuarta parte de la trdquea para la microscopia

inmunoelectrénica.

ML

CcT

Figura 5. Traquea de Cavia porcellus (cobayo). Seccion transversal. Luz de la
traquea (L), mucosa (M), tejido conectivo laxo (CT), anillo cartilaginoso hialino con forma de
herradura (C), tejido muscular liso (ML). HE, 5x.
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Disgregacion celular del MLVA

Con la ayuda de un microscopio estereoscopico se quitaron las capas de
mucosa, epitelio, serosa y vasos sanguineos hasta obtener una tira continua de
musculo liso. Esta tira fue incubada en 5 ml de solucion Hank’s (Gibco, New Cork,
USA) adicionada con 2 mg de cisteina y 0.05 U/ml de papaina durante 10 min a 37°C.
Posteriormente el tejido fue lavado con solucion de Leibovitz (Gibco, New Cork, USA)
para remover el exceso de enzima y después se colocd en solucion de Krebs
(composicion mM: 118 de NaCl, 25 de NaHCO;, 4.6 de KCI, 1.2 de KH,PO,, 1.2 de
MgSO, y 11 de glucosa, todos de Sigma, USA) que contenia 100 pl de Liberasa
(Roche, USA). Utilizando una solucion de Krebs fresca se llevo a cabo una segunda
incubacién a 37°C hasta que las células se observaron disgregadas. Esto se corroboré
al revisar continuamente alicuotas que se observaron en un microscopio (Olympus,
modelo CH30LF100). Una vez disgregadas las células, toda actividad enzimatica fue
detenida adicionando solucién de Leibovitz (Gibco, New Cork, USA). Las células
disgregadas fueron concentradas mediante dos centrifugaciones a 600 rpm durante 5

min, separadas por un lavado con solucion Leibovitz (Gibco, New Cork, USA).

Citometria de flujo

Las células de MLVA disgregadas de cada cobayo se dividieron en dos grupos
(de un millén de células cada uno). El grupo que se usé como control de isotipo, se
incubd por cuatro horas a 37°C en bafio maria en 1 ml de RPMI (Gibco, USA) y 4 pl de
brefeldina A (Sigma, USA). El otro grupo se incubé en 1 ml de RPMI (Gibco, USA), 4 ul
de brefeldina A (Sigma, USA), 10 ul de forbol 12-miristato, 13-acetato y 5 ul de
ionomicina (Sigma, USA). En ambos grupos se aumentd la permeabilidad de la
membrana celular de todas las células mediante la incubacion con 1.5 ml de saponina
(Sigma, USA), 0.1%, albumina sérica de bovino (Sigma, USA), 10%, HEPES 0.01M

(Sigma, USA) y 100 ug/ul de IgG de cerdo disuelto en 100 ml de PBS para bloquear
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los sitios no especificos durante 10 min agitando suavemente a temperatura ambiente.
Después ambos grupos se incubaron con anticuerpos contra el dominio citosélico
(Anticuerpo anti-p1 de humano hecho en conejo, Chemicon, USA) y extracelular
(Anticuerpo anti-B1 de humano hecho en ratén, Santa Cruz Biotechnology, USA) de la
subunidad 1 de integrina, la IL-13 (Anticuerpo anti-IL-13 de humano hecho en raton
conjugado con PE, BD Biosciencies Pharmingen, USA) y el TGF-B1 (Anticuerpo anti-
TGF-B1 de humano hecho en conejo, SantaCruz Biotechnology, USA). En todos los
casos se utilizé una dilucion de 1 ul por millén de células y los anticuerpos primarios se
incubaron en oscuridad durante 30 minutos a temperatura ambiente. Una vez
terminada la incubacion, las células se lavaron con 1.5 ml de solucién saponina, y
0.1%, HEPES 0.1 M disuelto en 300 ml de PBS. Posteriormente las células se
incubaron durante 30 min con los anticuerpos secundarios: anti-lgG raton marcado con
FITC mouse (BD Biosciences Pharmingen, USA) y anti-lgG conejo marcado con
Cy5PE (Santa Cruz Biotechnology, USA) en las condiciones antes mencionadas. Se
lavaron de nuevo con 1.5 ml de solucién saponina 0.1%, HEPES 0.1 M disuelto en 300
ml de PBS, por ultimo, se fijaron con formaldehido al 1% y se analizaron en el

citometro de flujo (Becton & Dickinson FACScan model Scallibur).

Western Blot

La fraccion de la traquea correspondiente se agregdé en una solucion de lisis
celular (BioRad, USA) y posteriormente se coloco el tejido en un sonicador. Se hizo
una cuantificacion de proteinas totales con el reactivo de Bradford (BioRad, USA).
Cuarenta microgramos de proteinas se corrieron en geles de poliacrilamida SDS al
10%, bajo condiciones reductoras y posteriormente fueron transferidas a membranas
de nitrocelulosa (Invitrogen, USA). Las membranas fueron bloqueadas 2 horas a 37°
C en leche en polvo libre de grasas al 3% en TBST (0.1M Tris, 0.5M NaCl y 1% Tween

20), posteriormente las membranas fueron lavadas en TBST al 0.1% e incubadas toda

33



la noche con el anticuerpo primario para el dominio citosdlico de la subunidad B1 de
integrina (Anticuerpo anti-B1 de humano hecho en conejo, Chemicon, USA) y
extracelular (Anticuerpo anti-B1 de humano hecho en ratén, Santa Cruz Biotechnology,
USA). Las membranas se lavaron nuevamente con TBST y se incubaron con un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de rabano durante una hora a 37° C.
Ademas de los anticuerpos primarios contra las integrinas citosdlica y extracelular se
usé un anticuerpo contra alfa actina a fin de evaluar la expresion basal de este
componente. Posteriormente se lavd la membrana en TBST durante 5 min 4 veces y
se incubd con un sustrato quimioluminiscente (Pierce, USA) durante minuto y medio.
Las membranas se expusieron a una placa CL-Xposure (Pierce, USA) y fueron
reveladas para su posterior analisis. La presencia de cada una de las bandas
correspondientes a la subunidad 1 de integrinas se evalué identificando el perfil de
bandas detectadas por los anticuerpos especificos y mediante su densitometria

mediante el software ImageJ.

Inmunohistoquimica

Los anillos traqueales se fijaron en solucién amortiguadora de formalina al 10%
y posteriormente se incluyeron en parafina. Secciones de 3 um se desparafinaron a 55
°C durante 20 min y se rehidrataron en alcoholes graduados pasando primero por
xileno hasta alcohol al 70% (10 min en cada paso) y finalmente por agua destilada. La
recuperacion antigénica se hizo con buffer de citratos 10 mM a pH 6 por 5 min en el
horno de microondas. Las muestras fueron tratadas con peréxido de hidrogeno (3%)
para bloquear la peroxidasa enddgena y los sitios no especificos fueron bloqueados
después con suero de caballo (2%). Las muestras fueron incubadas a 4°C durante
toda la noche con los siguientes anticuerpos: anticuerpo para el dominio citosélico de
la subunidad B1 de integrina a una dilucién 1:50 (Anticuerpo anti-f1 de humano hecho

en conejo, Chemicon, USA) y extracelular (Anticuerpo anti-B1 de humano hecho en
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ratén, Santa Cruz Biotechnology, USA) Para detectar la unién especifica de los
anticuerpos primarios se uso un Kit Universal R.T.U. Vectastain (Vector laboratorios,
USA), en el cual los tejidos fueron incubados secuencialmente con suero bloqueador,
anticuerpo secundario especifico y un complejo peroxidasa/streptoavidina. Finalmente
se uso 3,3’-diaminobenzidina (BioRad, USA) como cromdgeno. Las secciones fueron
contratefiidas con hematoxilina de Mayer. Las laminillas fueron lavadas 2 veces con
TBST durante cada proceso. Como control de unién no especifica del anticuerpo
secundario, secciones de la misma traquea fueron procesadas sin el anticuerpo

primario.

Microscopia electrénica

Se realizd6 microscopia inmunoelectronica para determinar la localizacién
subcelular de la subunidad B1 de integrina en la traquea. Para esto, cinco animales
con modelo de asma se eutanasiaron y se disecaron pequenos fragmentos de la
traquea para ser deshidratados en alcoholes graduados y embebidos en resina
hidrosoluble LR-White (London Resin Co., Hampshire, UK). Secciones de 1 um se
tomaron de 5 bloques diferentes por animal y se tifieron con azul de toloudina y se
revisaron las distintas estructuras que conforman la traquea usando microscopia
convencional. Los tejidos seleccionados fueron ajustados para reducir el area
seleccionada de las secciones, 70-90 nm de ancho fueron obtenidas y colocadas en
rejillas de nickel e incubadas toda la noche a 4°C con los mismos anticuerpos
especificos para la subunidad 1 de integrina diluidos 1/5 en PBS. Las rejillas fueron
incubadas por 1 hora a temperatura ambiente con sus anticuerpos secundarios
respectivos conjugados a particulas de oro de 5 nm 6 10 nm (Sigma) diluidos 1/20 en
PBS. Las rejillas fueron contrastadas con sales de uranio (Electron Microscopy

Sciences, Fort Washington, PA, USA) y examinadas con un microscopio electrénico
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M-10 Zeiss (Karl Zeiss, Jena, Germany). Como control negativo, suero de conejo

normal fue sustituido por el anticuerpo primario.

Analisis estadistico

La reactividad de la via aérea a la histamina fue evaluada mediante la dosis
provocativa 200% (PDyg), i.e., la dosis de histamina interpolada que causa que se
triplique el iB basal. Las comparaciones entre los grupos fueron evaluadas mediante la
prueba no-pareada de t de Student. Para la asociacién con la subunidad de integrina
B1 se uso el coeficiente de correlacion de Spearman. La significancia estadistica se
establecid con una P< 0.05. Los valores en las figuras fueron expresados como la

media * el error estandar.
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RESULTADOS

1. Reactividad de las VA.

En los cobayos controles, la dosis provocativa de histamina 200 (PDyqo), €s
decir, aquella dosis que hizo triplicar el valor basal del iB, no fue diferente de la PDgg
obtenida después del reto antigénico. La relacion PD,yy basal/PDyyy post-reto, que
representa el grado de reactividad de las VA, fue cercana a 1 en este grupo control (n
= 6). Los cobayos sensibilizados (modelo de asma) mostraron una PD,gg post-reto con
OVA menor al PDyyp basal, por lo que el grado de reactividad aumento
(hiperreactividad) y resulté significativamente mayor a la del grupo control (P<0.05, n =

12; Fig. 6).

18 4

16

14

Hiporreactividad

1.2

08 +

Hiperreactividad

06 -

04 -

PD,g; post-reto/PD,g, basal

Control Modelo de asma

Figura 6. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en un modelo de asma
alérgica en el cobayo. La grafica muestra la dosis de histamina requerida para producir el
200% de incremento del indice de obstruccion basal (PD,g). La linea discontinua en el centro
de la grafica sefala el limite entre hiporreactividad e hiperreactividad. n= 6, 12 respectivamente
para control y modelo de asma. *P<0.05; prueba no-pareada de t de Student. Las barras
corresponden a promedios * error estandar.
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2. Determinacioén de la expresion de los dominios citosélico y
extracelular de la subunidad 1 de integrina en el musculo
liso traqueal mediante citometria de flujo.

En las células de musculo liso traqueal de los cobayos controles, la magnitud
de la expresion de los dominios citosolico y extracelular de la subunidad B1 de
integrina fue similar (n = 6). En los cobayos del modelo de asma (n = 12) la expresion
del dominio citosdlico de la subunidad B1 integrina fue significativamente mayor
(P<0.05) que en los controles (Fig. 7). El porcentaje de miocitos que expresaron el

dominio extracelular en los cobayos control y en la del modelo de asma fue similar.
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Figura 7. Expresion de los dominios citosélico y extracelular de la subunidad 1
de integrina en miocitos traqueales en un modelo de asma alérgica en el cobayo. n=6, 12
respectivamente para control y modelo de asma. *P<0.05 comparado con el control (prueba no-
pareada de t de Student). Las barras corresponden a promedios * error estandar.
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3. Expresiéon de TGF-31 e IL-13 en musculo liso traqueal en un

modelo de asma alérgica en el cobayo.

Mediante citometria de flujo se determind que el porcentaje de miocitos que
expresan TGF-B1 en los controles fue casi nulo; no obstante hubo un incremento
significativo en el porcentaje de miocitos que expresaron TGF-B1 en los cobayos del
modelo de asma (*P<0.001; n = 6 y 12 respectivamente; Fig. 8). El porcentaje de

miocitos que expresaron IL-13 tanto en los controles como en el modelo de asma fue

similar (Fig. 9).
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Figura 8. Expresion de TGF-81 en los miocitos traqueales en un modelo de asma
alérgica en el cobayo. n= 6, 12 respectivamente para control y modelo de asma. *P<0.001;
prueba no-pareada de t de Student. Las barras corresponden a promedios * error estandar.
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Figura 9. Expresion de la IL-13 en los miocitos traqueales en un modelo de asma
alérgica en el cobayo. n= 6, 12 respectivamente para control y modelo de asma. Las barras
corresponden a promedios * error estandar.
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4. Relacién entre la magnitud de la reactividad de la VA con la
expresion de la subunidad B1 de integrina, IL-13 y TGF-B1.

En la tabla 1 se muestran los coeficientes de correlacién de la magnitud de la
reactividad de las VA con la expresion de la subunidad 1 de integrina, IL-13 y TGF-31
en miocitos traqueales. La magnitud de la reactividad tuvo una correlacion negativa,
esto es, a mayor reactividad, mayor expresion del dominio citosélico de 1 integrina y
de TGF-B1 en los miocitos, y ambas fueron estadisticamente significativas (P<0.05).
No se observd ninguna asociacion entre la magnitud de la reactividad de la VA y la
expresion del dominio extracelular de la subunidad (1 de integrina y de la IL-13.
Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre el grado de reactividad de la VA con la

expresion de los dominios citosdlico y extracelular de la subunidad 31 de integrina, IL-13
y el TGF-B1 en el MLVA.

Subunidad 1 de integrina

Dominio Dominio IL13  TGF-B1
citosolico extracelular
LR L UL -0.349* -0.317 -0.053  -0.398*

via aérea

Los valores negativos indican una relacion directa con la magnitud de la reactividad, esto es
porque los valores de la reactividad son obtenidos mediante el cociente de la PDyyg basal con la
PD,qq post-reto de histamina (post-reto /basal). *P<0.05, prueba de t de Student, n = 18.

En la tabla 2 se muestra que hubo una asociacién significativa entre la expresion
de ambos dominios de la subunidad B1 de integrina con el TGF-B1. No se encontro

asociacion entre las expresiéon de TGF-B1 con IL-13.

Tabla 2. Coeficientes de correlacién entre el nivel de expresiéon del TGF-B1 con la
expresion de los dominios citosoélico y extracelular de la subunidad B1 de integrina y la
IL-13 en el MLVA.

Subunidad B1 de integrina
Dominio Dominio
. . IL-13
citosodlico extracelular
TGF-p1 0.725* 0.795* 0.355

*P<0.0001, prueba de t de Student, n = 18.
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5. Determinaciéon semicuantitativa de la expresion de los
dominios extracelular y citosélico de la subunidad 1 de

integrina en los miocitos traqueales.
El anticuerpo especifico para el reconocimiento del dominio citosélico de la

subunidad B1 de integrina revelo que los cobayos control presentaron 6 bandas con
peso molecular de 220, 170, 130, 120, 110 y 60 kDa respectivamente. En los cobayos
del modelo de asma, la expresion —por densitometria- de la banda de 170 kDa
disminuyd mientras que la 110 kDa aumenté de manera significativa (P<0.001 en
ambos, n = 3; Fig. 10) y el resto de las bandas no mostré diferencias significativos con
respecto al grupo control. Adicionalmente, se observaron algunas bandas con pesos
de 80, 75 y 50 kDa solo en los cobayos del modelo de asma pero no en los controles
(Fig. 10). Por otro lado, el anticuerpo contra la subunidad 1 de integrina extracelular
permitié identificar bandas de 220, 130, 110 y 60 kDa como se observd con el
anticuerpo anti integrina 1 citosdlico (Fig. 10). Solo una banda, la de 70 kDa se revel6

con el marcaje del dominio extracelular de esta subunidad, pero no con el citosélico.
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Figura 10. Cuantificacion de la expresion de los dominios citosélico y extracelular de
la subunidad B1 de integrina en musculo liso traqueal en un modelo de asma alérgica en
el cobayo. Western blot representativo de tres repeticiones. El blanco nos indica que no hay
marca inespecifica de los anticuerpos empleados para la identificaciéon de la proteina.
Comparaciones entre control y modelo de asma. *P<0.05 y **P<0.001, prueba t de Student no
pareada. Las barras corresponden a promedios * error estandar. n= 3 respectivamente para
control y modelo de asma.
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6. Relacion de la expresidon entre los dominios citosélico y
extracelular de la subunidad B1 de integrina en el musculo
liso traqueal.

En la figura 11 se muestra la relacion entre la expresion del dominio citosolico
con respecto al extracelular de las proteinas 220, 130, 110 y 60 kDa, que fueron las
que expresaron ambos dominios de la subunidad 1 de integrina. En los controles, la
relacion entre ambos dominios no mostré diferencias estadisticamente significativas.
En los animales del modelo de asma, la banda de 220 kDa mostré un incremento en la
expresion del dominio extracelular con respecto al citosélico (P<0.01); mientras que
para las bandas de 130 y 110 kDa el aumento correspondié a la expresion del dominio
citosdlico en comparacioén con el extracelular (P<0.05 y P<0.01, respectivamente; Fig.
11). En el caso de la banda de 60 kDa no hubo diferencias significativas. Finalmente,
la relacion entre los dominios de los animales del modelo de asma fue

significativamente mayor que la de los controles para la proteina de 110 kDa (P<0.01;

Fig. 11).
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Figura 11. Relacion de la expresion de los dominios citosélico y extracelular de la
subunidad B1 de integrina en musculo liso traqueal en un modelo de asma alérgica. n=3
respectivamente para control y modelo de asma.*P<0.05, **P<0.01 para las comparaciones
entre de la expresion del dominio citosolico en relacién con el extracelular de la subunidad 31
de integrina, prueba de t de Student pareada. ‘P<0.01 comparado con el control (prueba no
pareada de t de Student). Las barras corresponden a promedios * error estandar.
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7. Expresion de los dominios citosodlico y extracelular de la
subunidad B1 de integrina en la pared traqueal.

Por medio de inmunohistoquimica, se identificd la expresion del dominio
extracelular y citosdlico de la subunidad 1 de integrina sobre el musculo liso traqueal

tanto de animales control como de animales con modelo de asma. Con respecto al
tejido conectivo, también se observé la expresion de ambos dominios, el extracelular
y el citosdlico, tanto en tejido de cobayos control como del modelo de asma (Fig. 12).
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Figura 12. Expresion de los dominios extracelular y citosélico de la subunidad 1
de integrina en la pared de la traquea. En los paneles superiores se observa la expresion del
dominio citosolico (a, c y €) y en los inferiores el extracelular (b, d y f). Los cobayos controles
corresponden a los paneles a) y b) y en del modelo de asma c) y d). En asteriscos rojos y
negros se sefala la banda de musculo liso y de tejido conectivo (adventicia), respectivamente.
En los paneles e) y f) se observan los controles negativos, es decir, aquellos tejidos a los que
no se les tratd con anticuerpo primario, pero si con el anticuerpo secundario, esto para
observar si no hay marca inespecifica del anticuerpo secundario.
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8. Expresion de la subunidad B1 de integrina en tejido conectivo

y musculo liso traqueal mediante microscopia electrénica.
Mediante microscopia electréonica se localizd la expresion del dominio
extracelular (flechas rojas) y citosdlico (flechas amarillas) de la subunidad B1 de
integrina en musculo liso traqueal y sobre fibras de colagena de las VA de cobayos
controles y del modelo de asma alérgica (Fig. 13). Notese que no sélo la expresion
del dominio extracelular, sino también del dominio citosolico se encuentran sobre la

MEC del intersticio.

.

Figura 13. Micrografia representativa de la expresiéon del dominio extracelular y
citosdlico de la subunidad B1 de integrina en un modelo de asma alérgica en el cobayo.
La inmunoreactividad para los dominio extracelular (flechas rojas) y citosdlico (flechas
amarillas) de la subunidad B1 de integrina fue detectada con anticuerpos marcados con oro
coloidal (puntos grandes y pequefios, respectivamente). Las fechas azules indican el borde de
la membrana plasmatica de una célula de musculo liso traqueal. Magnificacién x12,000.
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9. Expresién semicuantitativa de los dominios extracelular y
citosolico de la subunidad B1 de integrina en tejido

conectivo traqueal.
En el tejido conectivo obtenido en la adventicia de la traquea tanto de los

cobayos controles como los del modelo de asma se identificaron 5 bandas (>220, 220,
130, 120 y 110 kDa) con el anticuerpo dirigido contra el dominio citosélico de la
subunidad B1 de integrina. Particularmente la expresion de la proteina >220 kDa fue
significativamente mayor en el modelo de asma que en los controles (P<0.05). Una
sexta banda de 60 kDa fue observada pero en los animales del modelo de asma. Con
respecto al dominio extracelular de la subunidad 31 de integrina, se identificaron 5
bandas (220, 130, 120, 110 y 60 kDa) tanto en los cobayos control como los del
modelo de asma. La expresion de las bandas de 220, 130 y 60 kDa aumento
significativamente (P<0.01) mientras que la de 110 kDa disminuy6 (P<0.05) en los
cobayos del modelo de asma respecto a los controles. Una sexta banda de 70 kDa
identificada con el anticuerpo extracelular de la integrina fue observada solo en los

cobayos del modelo de asma (Fig. 14).
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Figura 14. Expresidon semicuatitativa de los dominios citosdlico y extracelular de
la subunidad B1 de integrina en el tejido conectivo traqueal en un modelo de asma
alérgica en el cobayo. Western blot representativo de tres repeticiones. El blanco nos indica
que no hay marca inespecifica de los anticuerpos empleados para la identificacion de la
proteina. Comparaciones entre control y modelo de asma. *P<0.05 y **P<0.001, prueba t de
Student. Las barras corresponden a promedios * error estandar. n= 3 respectivamente para
control y modelo de asma.
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10. Relaciéon de la expresion entre los dominios citosoélico y
extracelular de la subunidad B1 de integrina en tejido
conectivo traqueal de cobayo.

La relacién entre la expresion del dominio citosdélico con respecto al extracelular de
las proteinas 220, 130, 120, 110 y 60 kDa, que fueron las que expresaron ambos
dominios de la subunidad B1 de integrina en tejido conectivo se muestra en la figura
15. En los controles, la relacion entre ambos dominios no mostré diferencias
estadisticamente significativas para las bandas 130, 120 y 110 kDa. La banda de 60
kDa no se observé en el control, mientras que la de 220 kDa mostré un incremento en
la expresiéon del dominio citosoélico con respecto al extracelular (P<0.05). En el modelo
de asma, las bandas de 130 y 60 kDa aumentaron su expresion del dominio
extracelular en comparaciéon con el citosolico (P<0.01 y P<0.001, respectivamente;
Fig. 15); y hubo un incremento de la banda de 120 kDa citosdlica con relacién a la
extracelular (P<0.05). Finalmente, la relacién entre los dominios de los animales del
modelo de asma fue significativamente menor que la de los controles para la proteina

de 220 kDa (P<0.01; Fig. 15).
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Figura 15. Relacion de la expresion de los dominios citosdlico y extracelular de la
subunidad B1 de integrina en tejido conectivo de traquea en un modelo de asma
alérgica. n= 3 respectivamente para control y modelo de asma.*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001
para las comparaciones entre la expresion del dominio citosélico en relacién con el extracelular
de la subunidad B1 de integrina, prueba de t de Student pareada. "P<0.01 comparado con el
control (prueba no pareada de t de Student). Las barras corresponden a promedios + error
estandar.
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11. Expresion de los distintos polipéptidos de los dominios
citosolico y extracelular de la subunidad B1 de integrina en
miocitos y tejido conectivo traqueal en un modelo de asma
alérgica.

En la tabla 3 se muestra la distribucién de los distintos polipéptidos que se
identificaron por medio de western blot en el tejido conectivo y musculo liso traqueal.
La expresion simultanea del dominio citosélico y extracelular de la subunidad 31 de
integrina en el musculo liso y tejido conectivo involucré las bandas correspondientes
a 220, 130 y 110 kDa tanto para cobayos del modelo de asma como controles. En
220 kDa de tejido conectivo asi como 130 y 110 kDa de los miocitos hubo una
tendencia a la mayor expresion del dominio citésodlico. En la banda de 220 kDa de los
miocitos y 130 kDa de tejido conectivo, la tendencia fue al incremento de la expresiéon
del dominio extracelular (tabla 3). Por otro lado, el dominio citosdlico se expreso tanto
en los controles como en el modelo de asma en las proteinas de peso de 170 y 120
kDa de los miocitos y >220 kDa del tejido conectivo. De hecho en 170 kDa de miocito
y >220 kDa del tejido conectivo, la expresion del dominio citosdlico disminuyo y
aumento, respectivamente, en el modelo de asma en comparacion al control (Figs.
14-15, tabla 3). En el caso de las banda 80, 75 y 50 kDa de los miocitos, la expresiéon
del dominio citosdlico se observo solo en los cobayos del modelo de asma. La
proteina de 60 kDa expresé tanto el dominio extracelular como citosdlico solo en
miocitos; mientras que en tejido conectivo la banda de 120 kDa expresé ambos
dominios, aunque con una tendencia al citosélico en el modelo de asma (Figs. 12-15;
tabla 3). La expresion del dominio extracelular fue observado unicamente para el
caso de la proteina de 70 kDa en miocitos tanto controles como del modelo de asma,
y en tejido conectivo en el modelo de asma. La expresion del dominio extracelular
también se observo en el caso de la proteina de 60 kDa en los controles del tejido

conectivo, pero en el modelo de asma, la proteina de 60 kDa mostré tanto el dominio
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citosolico como el extracelular, con una tendencia a la mayor expresion del
extracelular (Figs. 14 y 15, tabla 3).
Tabla 3. Expresion de diferentes polipéptidos del dominio citosélico y

extracelular de la subunidad B1 de integrina en miocitos y tejido conectivo traqueal en un
modelo de asma alérgica.

Miocitos Tejido conectivo

<Da Control Asma Control Asma
>220 C 1C
220 CE CE 1E* CE CE 1C*
170 C 1C

130 CE CE 1C* CE CE 1E*
120 C C CE CE 1C*
110 CE CE 1C* CE CE

80 C

75 C

70 E E E

60 CE CE E CE 1E*

50 C

C y E corresponden a la expresiéon del dominio citosélico y extracelular de la subunidad 1 de
integrina respectivamente. La flecha 1 representa que hay un incremento en la expresion del
dominio segun sea el caso, mientras que la flecha | corresponde a una disminucién en la
expresion del dominio correspondiente. El asterisco sefala aquellos valores obtenidos de la
relacién de expresion del dominio citosdlico en comparacion con el extracelular.
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DISCUSION

La caracteristica mas consistente del asma es la hiperreactividad de las VA ante
diferentes estimulos (Cockroft, 2006). Aunque el mecanismo asociado a la generacion
de hiperreactividad de las VA aun se desconoce, se ha propuesto que la inflamacion y
la remodelacion de las VA podrian asociarse a su desarrollo (O'Byrne, 2003). En este
estudio se observo que la hiperreactividad de las VA inducida por el modelo de asma
podria estar asociada con cambios en la expresion de proteinas en los miocitos como
la subunidad B1 de integrina 'y el TGF-p1.

Entre todos los tipos de adhesinas celulares, las integrinas constituyen los
principales “sensores” de la MEC, pues son importantes transductores de sefiales de
componentes de matriz como fibronectina, colagena, laminina, entre otros (Hynes,
2002). Aunque se sabe que en el asma los componentes de la MEC se modifican,
poco se sabe sobre los cambios de expresion de integrinas durante este padecimiento.

Recientemente, utilizando el mismo modelo de asma en el cobayo que en el

presente trabajo, se describié que hay un incremento significativo en la expresion de la
subunidad B1 de integrina en zonas acelulares de la MEC y en las bandas de musculo

liso de la pared de la VA. En ese mismo estudio se observd que la expresion de esta
subunidad de integrina se relaciona directamente con varios aspectos fisiopatoldgicos
del asma como la inflamacién, la fibrosis y el grado de hiperreactividad de las VA
(Bazan-Perkins et al, 2009). Una limitacion de dicho estudio es que no se pudo
determinar si la integrina de la banda de musculo era celular, esto es si estaban en los
miocitos, o acelular y se encontraba en los intersticios.

El MLVA es el principal controlador del tono de la VA y actor central del
desarrollo de la hiperreactividad de las VA. Durante la contraccion, en el MLVA se
orquestan gran cantidad de eventos asociados con el rearreglo de las proteinas del
citoesqueleto que forman parte de los multidominios que estan en contacto con las

uniones focales, donde las integrinas son el eje central (Kim et al, 2011). En
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consecuencia, las integrinas potencialmente podrian ser primordiales en el desarrollo
de la contraccion e hiperreactividad de las VA, situacion que ha sido confirmada por
varios autores (Abraham et al, 2004; Dekkers et al, 2009; Huang et al, 2010). No
obstante, en el presente trabajo determinamos que la expresion soélo del dominio
citosélico de la subunidad B1 de integrina es la que se relaciona con el desarrollo de
hiperreactividad de las VA en el modelo de asma en el cobayo.

Funcionalmente, el dominio citosdlico de la subunidad 1 de integrina tiene
acoplada importantes vias de sefializacion mediante varias proteinas de andamiaje
como talina, paxilina, vinculina, filamina y la cinasa ligada a integrinas (Billadeau et al,
2007). En este sentido, en el modelo de asma utilizado en este trabajo observamos la
expresion de varios fragmentos que contenian solo el dominio citosdélico de la
subunidad 31 de integrina (50, 75, 80, 120 y 170 kDa), que salvo por los de 120 y 170
kDa, no se revelaron en el control. Algunos estudios han sugerido que los fragmentos
citosdlicos podrian estar asociados a diferentes patologias. Por ejemplo, en miocitos
ventriculares los fragmentos que contienen el dominio citosdlico de la integrina 1 se
generan durante la apoptosis inducida por la hipertrofia cardiaca (Menon et al, 2006).
Adicionalmente, en células NIH-3T3 los fragmentos citosdlicos de la subunidad 1 de
integrina estan involucrados en la activaciéon de la fosfolipasa A2 cuya expresion se
induce en condiciones patoldgicas (Whitfield and Jacobson, 1999). Esto sugiere que
los fragmentos que contienen el dominio citosdlico de la subunidad 1 de integrina en
los miocitos podrian generarse en el asma y regular la sefalizacién celular, y
probablemente por este mecanismo, modificar la reactividad de la VA.

El mecanismo por el cual se pudieron generar los fragmentos 50, 75, 80, 120 y
170 kDa que contenian solo el dominio citosdlico de la subunidad 31 de integrina
podria haber sido mediante empalme alternativo ya que se ha descrito que un solo gen
codifica para esta proteina, aunque no se puede descartar que se haya producido por
corte proteolitico (Mara et al, 1997; Takada et al, 2007; von der Mark et al, 2002). En
este escenario, es importante indicar que este modelo de asma en el cobayo induce la
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acumulacion del dominio extracelular de la subunidad B1 de integrina sobre la
colagena que rodea la banda de musculo liso (Bazan-Perkins et al, 2009), y de hecho,
observamos un fragmento de 70 kDa que solo tenia el dominio extracelular tanto en
los cobayos control como los del modelo de asma. Esto sugiere que es probable que
algunos de los fragmentos de integrina B1 que contienen el dominio citosdlico
probablemente se generaron por corte proteolitico.

Otro mecanismo que puede inducir cambios en el peso molecular de una
proteina es la presencia de glicosilaciones y fosforilaciones. Se sabe que la subunidad
B1 de integrina tiene 12 sitios donde puede ser glicosilada y 2 sitios potenciales para
ser fosforilada (Scott et al, 1987). Posiblemente estas modificaciones se estan
presentando en la subunidad B1 de integrina y por esta razén estamos encontrando
muchas variaciones en los pesos moleculares, sin embargo es importante que en un
estudio futuro se analice la secuencia de los polipéptidos encontrados para determinar
queé tipo de modificaciones presentan y finalmente relacionarlos con los procesos
fisiopatologicos del asma.

Nuestros resultados mostraron también que algunos polipéptidos de la
subunidad 1 de integrina que se expresaron en los miocitos (220, 130, 110 y 60 kDa),
fueron revelados por ambos anticuerpos, esto es, el del dominio citosodlico y el del
extracelular. Es de llamar la atencién que estas proteinas no modificaron su expresion
en el modelo de asma salvo la de 110 kDa, que tuvo una tendencia a incrementar la
expresion del dominio citosélico en comparacion al extracelular en el modelo de asma.
Se sabe que la forma madura (glicosilada) de la subunidad 31 de integrina tiene un
peso molecular aproximado de 130 kDa, y que la de 110 kDa corresponde a la forma
inmadura que no se ha dglicosilado (Dedhar et al, 1992). Es probable que un
polipéptido de 110 kDa que no expresa el epitope para el dominio extracelular, o que
lo tiene oculto, se esté revelando en los cobayos del modelo de asma.

Un resultado controversial es la presencia de los polipéptidos de integrina de alto
peso molecular, como el de 220 kDa encontrado en los miocitos. En una linea celular
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de cancer de prostata se han observado este tipo de polipéptidos (225 kDa) y se
demostré que se producen porque en el western blot se estan evidenciando dimeros
ap, particularmente el heterodimero a331 (Dedhar et al, 1992). Entonces es probable
que en el cobayo el polipéptido de 220 kDa sea un dimero af, sin embargo se
necesitan hacer mas estudios para demostrarlo.

Un hallazgo interesante del presente estudio es la estrecha asociacion en los
miocitos entre la expresion de la subunidad B1 de integrina (ambos dominios) con el
TGF-B1. Una posible explicacion para esta asociacién es que se ha visto que la
expresion de integrinas 1 es modulada directamente por el TGF-B1 (Bottoms, 2010;
Bran et al, 2010; Fong et al, 2009; Warstat et al, 2010). EI TGF-B1 es una proteina
multifuncional con importantes funciones inmunoreguladoras en la inflamacién. Sin
embargo, el papel del TGF-B1 en el asma es controversial. Por un lado se ha descrito
que el TGF-B1 suprime el desarrollo del asma y reactividad (Alcorn et al, 2007;
Burchell et al, 2009), pero por otro también se ha observado que durante el desarrollo
del asma vy la hiperreactividad de las VA hay un incremento en la expresién de TGF-$1
(Ozyilmaz et al, 2009; Wakahara et al, 2008). En este trabajo observamos que el
incremento en la expresion TGF-B1 en el MLVA del cobayo esta relacionado con la
magnitud de hiperreactividad de las VA. Esto sugiere que probablemente esta
desarrollando un fenotipo de miocito diferente en el del modelo del asma, y que este
fenotipo esta asociado con el incremento de la hiperreactividad de las VA.

Una citocina que podria asociarse al fenotipo de miocito involucrado en el
incremento de la hiperreactividad de las VA es la IL-13 debido a que es una de las
principales citocinas en la regulacion de muchos eventos en el asma (Wills-Karp et al,
1998). No obstante, la expresion de esta citocina en los miocitos no se modificd en el
modelo de asma en el cobayo ni se observd ninguna asociacion entre esta citocina
con la hiperreactividad de las VA ni expresion de la subunidad 1 de integrina o el

TGF-B1.
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Finalmente, en un estudio previo se habia sugerido la presencia de polipéptidos
de subunidad B1 en la MEC en el modelo de asma de los cobayos (Bazan-Perkins,
2009). Nuestros resultados corroboran la presencia del dominio extracelular de la
subunidad B1 de integrina sobre la MEC de manera acelular, pero también se pudo
corroborar por microscopia electrénica la expresion del dominio citosdlico. Hasta el
momento, se han identificado 188 proteinas que presentan un solo dominio
transmembranal, de manera soluble o acelular, por lo que este proceso es cada vez
mas comun (Yi Xing et al, 2003). Es probable que las integrinas también presenten
esta caracteristica como lo sugieren los resultados del presente trabajo.

En el presente estudio observamos que practicamente todos los polipéptidos
encontrados en la MEC también se observaron en los miocitos, pero
sorprendentemente un polipéptido de gran peso molécular, el de >220 kDa no se
observo a nivel celular. Es probable que alguna proteina se encuentre unida a este
polipéptido en miocitos pero necesitan mas estudios para corroborarlo.

En conclusién, los distintos polipéptidos de la subunidad 1 de integrina
encontrados en el MLVA podrian estar modulando multiples funciones celulares, pues
se ha visto que los fragmentos de proteinas pueden conservar sus propiedades y

controlar la expresién de otras proteinas (Mara, 1997).
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CONCLUSIONES

1.

En el modelo de asma hay un incremento en la expresion del dominio
citosdlico de la subunidad 1 de integrina y del TGF-B1 en los miocitos

traqueales.

. Es probable que la hiperreactividad de las VA se desarrolle en un

fenotipo de miocitos que sobreexpresan el dominio citosdlico de la
subunidad 31 de integrina y TGF-1.

Algunas variantes que contienen el dominio citosolico de la subunidad
B1 de integrina no sodlo se encuentran en los miocitos, sino también las

observamos de forma acelular sobre la MEC.
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