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RESUMEN

El asma es una enfermedad crénica que se caracteriza por un proceso inflamatorio y de
hiperreactividad de las vias aéreas (HVA). Durante el asma, las células inflamatorias son
retenidas y reclutadas hacia las vias aéreas (VA) debido a la expresion de diversos
mediadores y de moléculas de adhesion celular. Las integrinas son moléculas de adhesion
implicadas en la migracion y activacion de células inflamatorias hacia el tejido pulmonar y
se considera que tienen un papel importante en la patologia del asma. Recientemente, se ha
propuesto la participacion de variantes no unidas a células de las integrinas en diversos
procesos fisiologicos y patologias. Por ejemplo, recientemente se describié en un modelo
de asma alérgica en cobayo, que la expresion de la subunidad B1 de integrina no unida a
células pero adherida a la matriz extracelular se relaciona directamente con la magnitud de
la HVA e inflamacion de las VA. Por otro lado, las integrinas que poseen la subunidad 2,
que son indispensables para la migracion de los leucocitos, han sido observadas también no
unidas a células en muchas patologias, pero no en el asma. El objetivo de este trabajo fue
determinar la expresion de la forma no unida a células de las subunidades Bl y B2 de
integrina en LBA y suero (formas solubles), en un modelo de asma alérgica en cobayo y
correlacionar su expresion con el infiltrado celular y la HVA. Para esto, cobayos machos de
la cepa HsdPoc:DH se sensibilizaron a ovoalbumina (OVA) y se retaron al antigeno cada
diez dias. Mediante pletismografia barométrica se evalué el cambio en el indice de
broncoobstruccion (iB), obteniendo dos grupos de animales. Los Respondedores (R),
quienes mostraron broncoobstruccion, llegando a triplicar el iB, y tener un aumento
estadisticamente significativo en el infiltrado celular, mientras que en los No
Respondedores (NR), no se observd ningun cambio. Veinticuatro horas después del ultimo
reto se determind la reactividad de las VA a la histamina y los cobayos fueron sacrificados
obteniendo el LBA y suero. En el sobrenadante de ambas muestras se evaluaron los niveles
de expresion de los dominios intracelular y extracelular de las subunidades Bl y B2 de
integrina mediante un ensayo de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA). La expresion del
dominio extracelular de ambas subunidades correlacion6 directamente con la magnitud de
la reactividad de las VA en sobrenadante de suero, asi como el domino intracelular de la
subunidad B2 en sobrenadante del LBA. Este dominio se reporta por primera vez en este
estudio como forma soluble. Ademas, se observo un incremento de la forma soluble del
dominio intracelular de la subunidad B2 en los animales NR para el modelo agudo con
respecto al grupo control en el LBA. A su vez, se determind la cantidad y tipo de células
inflamatorias en LBA mediante la técnica de tincion diferencial de Romanowsky. Los R
para el modelo agudo presentaron eosinofilia y el infiltrado de estas células correlaciono
directamente con la expresion de la forma soluble del dominio extracelular de la subunidad
B1 de integrina, sugiriendo que estas células podrian ser la fuente de liberacion de este
dominio. Nuestros datos sugieren que a pesar de que no se observan diferencias entre los
grupos, se encontrd una asociacion inversa de ambas subunidades de la integrina con HVA,
sugiriendo que estas proteinas tienen un papel importante en el desarrollo del asma.



ABREVIATURAS
Abreviatura
CMH-II
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ELISA

FEV,

HVA

iB

FceRI

IgE

Lp

LAD

LBA

MEC

NR

OVA

PCy

PDxoo

RS
RTr
SSF

VA

Significado
Complejo mayor de histocompatibilidad tipo II
Células presentadoras de antigeno
Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas
Flujo espiratorio forzado al primer segundo
Hiperreactividad de las vias aéreas
Indice de broncoobstruccion
Receptor de alta afinidad para la IgE
Inmunoglobulina E
Intraperitoneal
Deficiencia en adhesion leucocitaria
Lavado broncoalveolar
Matriz extracelular
No respondedores
Ovoalbumina
Dosis provocativa 20
Dosis provocativa 200
Respondedores
Receptor soluble
Receptor transmembranal
Solucién salina fisiologica

Vias aéreas
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1. INTRODUCCION
1.1 Vias aéreas

Las vias aéreas (VA) constituyen la unién entre las unidades respiratorias pulmonares y el
mundo exterior. Estan conformadas por una serie de tubos ramificados que se vuelven mas
estrechos, mas cortos y mas numerosos a medida que penetran mas profundamente dentro
del pulmoéon (West, 2002). Estructuralmente las VA se subdividen en dos porciones
principales, la superior y la inferior. La porcién superior estd constituida por la nariz,
cavidad oral y faringe. Por otro lado, la porcion inferior consta de la laringe, traquea y el
arbol bronquial (Fig. 1a). Funcionalmente existen dos grandes zonas en la VA, la zona de
conduccion y la zona respiratoria. En la zona de conduccion pueden distinguirse vias
cartilaginosas (trdquea y bronquios) y vias no cartilaginosas (bronquiolos y bronquiolos
terminales; Fig. 1a). Después de los bronquiolos terminales, comienza la zona respiratoria,

donde se produce el intercambio pulmonar de gases (Tresguerres, 1992).

a) b)

Figura 1. Caracteristicas anatémicas de las vias aéreas. a) Zona de conducciéon y zona respiratoria
(Modificado de Tresguerres, 1992). b) Seccion transversal de traquea (izquierda), microfotografia de la pared
de traquea 320x (derecha) (Modificado de Elaine et al, 2010)
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Histologicamente, las VA constan de tres capas principales: la mucosa, la submucosa y la
adventicia (Fig. 1b). En enfermedades obstructivas estas capas muestran alteraciones. El
asma es una de las patologias mas frecuentes que presenta condiciones obstructivas en las

VA (Bergeron C. et al, 2006).

1.2 Asma

Asma es derivada de una palabra griega que significa “jadeo” (Sell, 2001). De acuerdo a la
definicion de la Estrategia global para el manejo y prevencion del asma (GINA, por sus
siglas en inglés), el asma se define como una enfermedad inflamatoria cronica de las VA,
en la cual diversas células y elementos celulares desempefian un papel importante. La
inflamacién crénica estd asociada con la hiperreactividad de las VA que conduce a
presentar episodios recurrentes de sibilancias, disnea, dificultad respiratoria y tos,
particularmente en la noche o por la mafiana. Estos episodios se asocian generalmente a una
obstruccion excesiva y variable del flujo de aire pulmonar que es a menudo reversible, de
forma espontanea o con tratamiento (GINA, 2011).

El asma es el principal problema de salud publica, afectando a 300 millones de personas en
todo el mundo (Kim et al, 2010). En algunos paises, el asma ha alcanzado proporciones
alarmantes afectando hasta una tercera parte de los nifios en general (Roa et al, 2009). De
acuerdo al Informe financiero y actuarial del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de
los Trabajadores del Estado (ISSSTE), en México durante el 2007, el asma ocupo el lugar
nimero 14 dentro de las principales causas de morbilidad (0.7%); (ISSSTE, 2007).
Mientras que el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), en el 2009 reportd que se
atienden 250 mil urgencias y 15 mil hospitalizaciones por afio (IMSS, 2009). Segun la
ultima estadistica con la que cuenta el Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
(INER), el asma es la primera causa de atencioén en consulta externa y urgencias (32.8%),

ocupando el segundo lugar en hospitalizacion (Mendez et al, 2003; INER, 2002).
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1.3 Fisiopatologia del asma

El asma puede ser causada por multiples factores en combinacién con mas de 100 genes de
susceptibilidad. Entre los factores conocidos se encuentran: humo de cigarro, diesel,
obesidad, aspirina y ejercicio, algunos de ellos actuando sinérgicamente en los pacientes, lo
que da como resultado diferentes fenotipos de asma (Kim et al, 2010). Sin embargo, la
forma de asma mas comun es causada por alergenos, término que se refiere a un antigeno
capaz de estimular respuestas de hipersensibilidad en individuos atdpicos, (caracteristica
asociada a la produccion especifica de Inmunoglobulina-E, IgE), en respuesta hacia

alergenos ambientales comunes. Esta es llamada asma alérgica (Pearce et al, 1999).

El proceso de sensibilizacion al alergeno inicia cuando este es capturado y procesado por
células presentadoras de antigeno (CPA), principalmente por células dendriticas, situadas a
lo largo de las VA, aunque también cumplen esta funcidon otras células como basofilos,
eosinéfilos y mastocitos (Kim et al, 2010). Una vez dentro de las VA, las CPA, a través del
complejo principal de histocompatibilidad tipo II (CMH-II), presentan el antigeno a los
linfocitos T "naive" (ThO) (Holgate, 2008; Bousquet et al, 2009). La capacidad de las
células dendriticas para producir IL-12, determina la diferenciacion del linfocito ThO, a
linfocito Thl, mientras que la IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13, promueve la diferenciacion a
linfocitos Th2. Estos ultimos también interactian con los linfocitos B e inducen la
produccion de IgE, la cual se une a los mastocitos y basofilos por su receptor de alta
afinidad para IgE (FceRI; Fig. 2). En este momento el individuo se ha sensibilizado al
alergeno (Holgate et al, 2009, Goldsby et al, 2003).

La expresion del asma es un evento posterior que comienza cuando el alergeno es
expuesto por segunda vez, promoviendo el entrecruzamiento entre las moléculas de IgE y
FceRI localizados en las células ya sensibilizadas (Ying et al, 2006). Las células activadas,
liberan rapidamente mediadores proinflamatorios tales como histamina y eicosanoides
(leucotrienos y prostaglandinas), asi como especies reactivas de oxigeno y citocinas
quimioatrayentes para otras células inflamatorias, los cuales inducen contraccion del
musculo liso, secrecidon de moco y vasodilatacion. La microcirculacién bronquial tiene un

papel central en el proceso inflamatorio ya que induce un filtrado con exudacion de plasma
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hacia las VA (Pearce et al, 1999; Bousquet et al, 2000). Esta fase se le conoce como
reacciéon de fase aguda comenzando entre los 15-30 minutos después de la segunda
exposicion al alergeno. En algunos casos, esta fase puede traer como consecuencia la fase
de reaccion tardia, la cual ocurre de 6-9 horas posteriores a la exposicion del alergeno y
envuelve el reclutamiento y activacion de células inflamatorias como eosindfilos, células T,
neutrofilos, basofilos, y macréfagos (Bousquet et al, 2000).

IgE

FceRI

Histamina
Alergeno Mastocitos Leucotrienos
L4 Basdfilos Prostaglandinas
113 Citocinas
Especies
reactivas de
oxigeno

Asma
alérgica

Célula Linfocito Eosindfilos
presentadoras Th2
de antigeno
(CPA)

Figura 2. Respuesta inflamatoria en las vias aéreas durante el asma (Modificado de Holgate, 2008).

Aunque la mayoria de los casos de asma estdn asociados con atopia, hay formas que
parecen ser independientes de esta caracteristica. La forma no alérgica de la enfermedad,
llamada asma intrinseca, ha sido sujeta a investigacion, y aunque las vias patogénicas aun
no han sido identificadas, la inmunopatologia entre ambas parece ser muy similar (Holgate
et al, 2009). El asma intrinseca no se asocia con la exposicion a alérgenos especificos ni
estd mediada por mecanismos inmunitarios, ademas de que puede presentarse en cualquier
época del afio, ejemplo de esta, es el asma inducida por obesidad, aspirina, ejercicio y humo
de cigarro. Por el contrario el asma extrinseca o atopica, ademas de presentar mecanismos
inmunitarios (mecanismos de hipersensibilidad de tipo-I o dependientes de IgE) se asocia

con una fuerte carga genética y con ciertas épocas del afio (Rabinovich, 2004; Sell, 2001).

A pesar de las diferencias en los fenotipos conocidos en asma, ambas formas se

caracterizan por inflamacion, obstruccion reversible del flujo de aire, e hiperreactividad de
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las VA, siendo esta ultima la alteracion fisiopatologica mas importante, ya que correlaciona
con la gravedad de la enfermedad, al punto que la definicion actual de esta entidad incluye

a la hiperractividad de las VA como condicién inherente al diagndstico (O Byrne, 2003).

1.4 Hiperreactividad de las vias aéreas (HVA)

La reactividad de las VA, es un término que describe la capacidad natural de las VA a
estrecharse después de la exposicion ante agonistas constrictores (Woolcock A., et al, 1984;
O’'Byrne, et al,2003). En consecuencia, la HVA es un incremento en esta habilidad al
estrecharse mas rapido y facilmente en respuesta a varios estimulos, necesitando una menor
concentracion de un constrictor para asi iniciar una respuesta broncoobstructiva, que
normalmente en la mayoria de la poblacion no se originaria, o ésta es de poca magnitud. La
HVA es la caracteristica universal del asma y por lo tanto ha sido incluida en las
propiedades que la definen, sin embargo, no es exclusiva de esta enfermedad (Boulet,
2003).

Los métodos para medir la reactividad de las VA han sido estandarizados y ampliamente
aceptados (O'Byrne, et al,2003). Usando el método descrito por Cockcroft et al, en 1997,
los sujetos asmaticos generalmente tienen una concentraciéon provocativa (<8mg/mL) de
una sustancia (histamina o metacolina) la cual causa un 20% en la caida del flujo
espiratorio maximo al primer segundo (FEV)), llamada PC, (Fig. 3). En base a esto, la
HVA puede ser cuantificada al medir FEV; antes y después de la administracion de un
alergeno, utilizando dosis crecientes de agentes constrictores. Por lo que el grado de
reactividad de la VA, mostrara una correlacion negativa con FEV,; (Cockcroft et al, 1997;

O'Byrne, et al, 2003).
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Figura 3. Curva dosis-respuesta ante concentraciones crecientes de metacolina, indicando la caida del
volumen espiratorio forzado al primer segundo (FEV)). (a) Pacientes con asma muestran un reducido
umbral de respuesta a pequenas dosis (0.8mg/ml), (b) individuos sanos muestran reactividad de las VA ante
dosis mayores. (Modificado de Salas et al, 2005).

1.5 Broncoobstruccion

La broncoobstrucciéon es un término que se refiere al estrechamiento de las vias
respiratorias a causa de la contraccion de los musculos que rodean los bronquios (Douglas
M. et al, 1999). La broncoobstruccion limita el flujo, incrementando la resistencia en la
conduccion de aire en las VA y puede ser resultado de la presencia de edema, la
acumulacion de moco, la remodelacion de las VA, la contraccion del musculo liso y la

inflamacion de las VA (Hogg, 2004).

1.6 Inflamacion de las vias aéreas

El asma es una enfermedad inflamatoria cronica de las VA. Inflamacion significa
“incendio” y es el proceso primario a través del cual, el cuerpo repara el dafio tisular y se
defiende contra infecciones y agentes externos (Goldsby et al, 2003).

La adhesion leucocito-célula endotelial o leucocito-sustrato contribuyen al proceso de
inflamacion en las VA y consecuentemente a la HVA. La acumulacion de eosinodfilos y
neutrdfilos dentro de las VA, requiere de la migracion de estas células a través del endotelio
venular microvascular, tejido extravascular, y si es necesario, el epitelio de las VA, hasta

llegar al sitio dafiado, comenzando con el proceso de inflamacion, para llevar a cabo la
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reparacion del tejido (Fig. 4). Este infiltrado de leucocitos es retenido en su destino para
regular y mediar respuestas inmunes e inflamatorias. El funcionamiento coordinado de los
receptores de adhesion en leucocitos, endotelio, matriz extracelular (MEC) y epitelio, asi
como el citoesqueleto y las moléculas de sefalizacion es crucial para la migracion y

extravasacion de los leucocitos (Leff et al, 1991; Barreiro et al, 2009).

Lumen
de las
Musculo i
. .. vias
Tejido intersticial liso .
aéreas

Figura 4. Migracion de leucocitos en las vias aéreas. a) contacto con el endotelio venular microvascular, b)
extravasacion ¢) migracion a través del tejido intersticial d) contacto con el epitelio de la VA (Modificado de
Leff et al, 1991).

La inflamacién, la HVA y la broncoobstruccion se han estudiado en nuestro grupo de
investigacion mediante un modelo de asma alérgica en cobayo.

1.7 Modelos de asma

Existen varios modelos de asma en el cobayo y el que utilizamos en el laboratorio y en el
presente trabajo, es un modelo de asma alérgica donde la funcion respiratoria de los
cobayos se evaltia mediante pletismografia barométrica. Esta técnica mide los cambios de
presion durante la inhalacion y la exhalacion del cobayo al ser colocado dentro de una
camara de pletismografia.

Nuestro modelo de asma consiste en sensibilizar cobayos a la ovoalbumina (OVA) para
posteriormente administrarles retos antigénicos cada diez dias. Se ha visto que los cobayos

sensibilizados pueden desarrollar el modelo de asma, esto es, presentan broncoobstruccion,
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AHR e inflamacion de las VA después del reto; pero alrededor de un 28% de los cobayos
solo presentan AHR después del reto, esto es, no tienen broncoobstruccion ni inflamacion
de las VA inducida por el reto. A los cobayos que desarrollan el modelo de asma les
denominamos R y los que solo presentan HVA les denominamos NR. El desarrollo de
hiperreactividad sin sintomas de asma se conoce como hiperreactividad asintomatica en los
humanos y es un factor importante de predisposicion a enfermedades respiratorias (Boulet,
2008). Aunque se desconocen los mecanismos asociados a la hiperreactividad asintomatica,
es probable que algiin mecanismo de tolerancia inmunolodgica este asociado. En nuestros
cobayos hemos visto que el perfil de linfocitos de los cobayos R o modelo de asma es
predominantemente Th2 y Th17, mientras que los cobayos NR tiene un perfil de linfocitos
predominantemente Tregs, lo que sugiere que éstos ultimos si estdn desarrollando algun

tipo de tolerancia inmunologica (Ramos-Ramirez, 2011).

1.8 Integrinas

Las integrinas son una superfamilia de receptores de adhesion celular, que reconocen
ligandos de matriz extracelular (MEC) y de superficie celular (Hynes R., 2002). Su nombre
se debe a que mantiene la integridad entre los ambientes extracelular e intracelular por la
unién de ligandos que se encuentran fuera de la célula con componentes del citoesqueleto y
moléculas de sefalizacion (Anderson et al, 1987). Las integrinas estan ampliamente
expresadas en todas las células excepto en los eritrocitos maduros. Participan en procesos
como adhesidn, proliferacion, supervivencia o apoptosis, forma, polaridad, motilidad,
haptotaxis, expresion de genes y diferenciacion. Son necesarias para el desarrollo de
células hematopoyéticas y vasculares, trafico de leucocitos (inflamacion), angiogénesis y
migracion celular en respuesta a algiin dafio a través del reconocimiento de la MEC (Leff,
et al, 1991; De Melker et al, 1999; Hynes, 2002; Takada et al, 2007; Barczyk et al, 2010).
Las integrinas son heterodimeros formados por una asociaciéon no covalente entre las
subunidades a y B. En vertebrados, esta familia estda compuesta de 18 subunidades o y 8
subunidades 3, las cuales pueden ensamblarse en 24 heterodimeros diferentes, cada una con
especificidad y propiedades de sefializacion diferentes (Hynes, 2002; Giancotti et al, 1999;
Fig. 5a).
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Figura 5. Superfamilia y estructura de integrinas. a) Superfamilia de las integrinas humanas y como ellas
se combinan para formar integrinas heterodiméricas (Tomado de Takada Y. et al, 2007). b) Estructura de la
integrina al y Pl. DE=dominio extracelular, TM=dominio transmembranal, DI=dominio intracelular
(Modificado de Barczyk M., et al,2010).

Ambas subunidades conforman una proteina transmembranal tipo I, con un gran dominio
extracelular de aproximadamente 1000 residuos de aminoacidos para la subunidad o y
alrededor de 700 residuos para la subunidad 8, un dominio transmembranal y un dominio
citoplasmico pequefio de 30-50 residuos de aminodcidos (Fig. 5b), carente de funcidén
enzimatica, por lo que las integrinas llevan a cabo la traduccion de sefiales a través de
proteinas adaptadoras que conectan al medio extracelular con el citesqueleto, cinasas
citoplasmicas y receptores de factores de crecimiento transmembranales (Shakibaei et al,
1995, Giancotti et al, 1999, Humpries, 2000;). La expresion de integrinas puede ser
utilizada como una deteccidon temprana y un mecanismo de respuesta a cambios en el nivel
y composicion en la MEC, como podria ocurrir durante la respuesta inflamatoria (Sheppard

et al, 2003).
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1.9 Subunidad B1 de integrina

La subunidad B1 de integrina, también llamada VLA1 (Very Late Activation), pertenece a
la familia mas grande de las integrinas. Esta compuesta por la subunidad f1 y una de las 12
subunidades a (al-all y aV; Fig. 5a). Su principal funcién es la adhesion con diversos
componentes de la MEC, aunque también participa en proliferacion, diferenciacion y
supervivencia celular (Kagami et al, 2004). En humanos, la expresion de la subunidad 1
estd codificada por un unico gen, ITGB1 localizado en el cromosoma 10p11.2 (Takada et
al, 2007). Cuatro variantes del dominio citosolico generadas por empalme alternativo han
sido identificadas, 1A, B1B, B1C Y B1D, siendo B1A la variante mas abundante en la
mayoria de las células (Belkin et al, 1998).

La expresion de cada subunidad B1 varia de acuerdo al linaje celular y es regulada por el
estado de activacion de la célula, por citocinas y por hormonas. En las VA de humano, se
han encontrado en células epiteliales (021, a3p1, a5B1, a6B1, a9B1 y aVP1), en células
mesenquimales in situ (alpl, a3pl), en muisculo liso (alPl y a5B1) y en células
progenitoras de musculo liso (alB1). Los leucocitos por su parte, contienen algunas
integrinas de la familia B1 incluyendo 04B1 (neutroéfilos, eosindfilos, basofilos, linfocitos,
monocitos, macrofagos, mastocitos), a5l (neutrdfilos, basoéfilos, linfocitos), a6B1
(neutrofilos, eosinodfilos, linfocitos) y a9p1 (neutrofilos) (Fernandes DJ et al, 2006).

En el 2009, Bazan-Perkins y col., observaron la sobreexpresion de la subunidad B1 de
integrina en bronquios y bronquiolos de cobayos que desarrollan el modelo de asma en
comparacion con los controles. Por medio de inmunohistoquimica, esta subunidad fue
identificada sobre en musculo liso, fibroblastos, células epiteliales y leucocitos; sin
embargo, también se encontr6 en areas donde no habia células (membrana basal y lamina
propia), y su expresion en estas areas se asociacion directamente con el grado de infiltrado
celular y de HVA. En un estudio posterior se pudo identificar, mediante western blot, la
expresion de varias variantes la subunidad 1 de integrina dentro y fuera (unido a la matriz
extracelular) de los miocitos de la traquea. Estas variantes contenian solo el dominio
extracelular o el intracelular o ambos. Estas variantes parecen tener un importante papel en
la fisiopatologia del asma pues existe una corelacion directa entre la expresion de las
variantes que solo contienen el dominio intracelular en el musculo liso con el grado de

HVA (Alvarez-Santos et al, articulo enviado).
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1.10 Subunidad B2 de integrina

Las integrinas predominantes en la superficie de leucocitos son miembros de la familia 2
de integrina conformada por aLP2 (lymphocyte function-associated antigen-1); aMp2
(Mac-1); aXp2 (gpl50/95) y aDB2. Estas cuatro integrinas se unen a moléculas de
adhesion en células endoteliales activadas, pero son inactivas en el resto de los leucocitos
que no son estimulados por citocinas (Fernandes et al, 2006). En humanos, la expresion de
la subunidad B2 estd codificada por un tnico gen ITGB2, localizado en el cromosoma
21p22.3 (Takada et al, 2007). A través de las variantes de la secuencia LDV, la subunidad
a2 de integrina, reconoce moléculas de adhesion como ICAM (Barczyk, 2010.)

La importancia de estas integrinas en la extravasacion de los leucocitos estd demostrada en
humanos por una deficiencia en la adhesién de los leucocitos (LAD), provocada por la
sintesis anormal de las cadenas B, debido a ello los leucocitos no pueden extravasar desde
los vasos sanguineos a los tejidos durante el proceso infeccioso provocando infecciones
bacterianas recurrentes (Rabinovich, 2004). Ratones "knockout" de la subunidad B2 de
integrina, presentan la mayoria de las caracteristicas de LAD, incluyendo leucocitosis,
infecciones espontdneas y migracion alterada de neutrdfilos hacia la piel infectada o
inflamada, sumado a esto, se observd defectos en la proliferacion de linfocitos T,
confirmando la importancia de sefiales coestimulatorias para las integrinas f2 (Sheppard,
2000). En condiciones inflamatorias, se han identificado niveles incrementados de la forma
soluble de la subunidad B2 de integrina, lo que sugiere una posible funcion en la activacion
y en el trafico de leucocitos. Las formas solubles recombinantes de las integrinas que
poseen la subunidad B2 han demostrado ser funcionales por anticuerpos contra epitopes
funcionales, mostrando que ni la region citosélica ni la region transmembranal son
necesarias para formar heterodimeros (Gomez et al, 2011). Estudios previos han también
demostrado que durante la inflamacion en la superficie de los leucocitos existe una pérdida
de la integrina 2. Esta pérdida se ha identificado en neutrofilos infiltrados en reperfusion
miocardica canina y los heterodimeros solubles se presentan en la linfa (Youker et al,
2000), en humanos se han observado ectodominios de a2 en liquido de vejiga (Evans et
al, 2006). Ademas el corte proteolitico de la integrina B2 con diferentes subunidades o han
mostrado ser parte de la inflamacioén sinovial en artritis reumatoide y espondiloartritis

(Gjelstrup et al, 2010). Estos autores ademas demostraron la habilidad de la integrina

21



soluble para inhibir la adhesion de monocitos a ICAM-1. Por lo tanto, la forma soluble de
la integrina B2 tiene la habilidad para regular la adhesion de los leucocitos, este receptor
soluble ha sido identificado en fluidos biologicos de multiples estados inflamatorios in vivo,

pero la significancia funcional no ha sido investigado (Gomez et al, 2011).

1.11 Receptores solubles

Los receptores son estructuras macromoleculares de naturaleza proteica. Tienen dos
funciones esenciales: reconocer al ligando y propagar el mensaje hacia el interior de la
célula. Esto se hace por dos dominios diferentes, un dominio de unioén al ligando y un
dominio efector.

La nocidn clasica, es que los receptores son proteinas transmembranales, citoplasmicos o
nucleares, sin embargo, muchos receptores poseen formas solubles que son liberados al
espacio extracelular. Asimismo, los ligandos no siempre son proteinas que estan flotando
libremente, sino que podrian ser encontrados en la superficie celular. Los receptores
solubles (RS) afectan el balance entre los ligandos y sus receptores transmembranales
(RTr), y por lo tanto la expresion alterada de estos receptores se ha asociado con
enfermedades humanas (Arribas et al, 2002). El uso terapéutico de estos receptores
proveera una herramienta adicional para modificar y optimizar respuestas bioldgicas en
estados de enfermedad.

Los RS generalmente comprenden las porciones extracelulares de los RTr y por lo tanto
mantienen la capacidad de unirse al ligando. Los RS se pueden formar mediante empalme
alternativo, dando lugar a la formaciéon de polipéptidos que pierden su dominio
transmembranal, y porteriormente estos polipéptidos son secretados al medio extracelular.
También se ha observado que por corte proteolitico de los dominios extracelular e
intracelular, se pueden generar receptores solubles (Arribas J. et al, 2002). Estos
mecanismos no son mutuamente excluyentes. En la figura 7 se muestran algunos efectos
biologicos a través de mecanismos de accion ejercidos por este tipo de receptores (Heaney

et al, 1998).
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Figura 7. Mecanismos de acciéon de los Receptores solubles (RS). A) Corte proteolitico que resulta en una
regulacion negativa del RTr. B) El RS actua como un inhibidor competitivo ante el RTr. C) RS protege al
ligando que estd en el suero de ser degradado. D) Asociacion del RS con subunidades transmembranales y
activar la traduccion de sefiales. E) RS se asocian con subunidades no unidas, s6lo cuando ambas son
expresadas endogenamente (Modificado de Heaney et a,1 1998).
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2. Planteamiento del problema

En la actualidad no se disponen de marcadores no invasivos que indiquen la magnitud
de la severidad del asma. Es probable que en el asma se expresen receptores como las
integrinas 1 y 32 de forma soluble, y esto podria ser utilizado como una herramienta
terapéutica para detectar respuestas biologicas en el asma. Adicionalmente, el modelo de
asma alérgica que utilizamos en el laboratorio nos podria permitir la evaluacion de la
expresion de variantes solubles de las integrinas 1 y B2 en dos tipos de procesos
patolégicos de las VA que se caracterizan por desarrollar HVA en presencia (cobayos

R) o en ausencia (cobayos NR) de inflamacién de las VA.

3. Hipotesis

La expresion de integrinas solubles en el sobrenadante de lavado broncoalveolar y suero,
tienen una correlacion positiva con el grado de inflamacion e hiperreactividad de las vias

aéreas en un modelo de asma alérgica.

4. Objetivos

General
e Relacionar la expresion de la forma soluble del dominio extracelular e intracelular
de las subunidades 1 y B2 de integrina con la inflamacion y la hiperreactividad de

las vias aéreas en un modelo de asma alérgica en cobayo.

Particulares
* Evaluar la magnitud de la reactividad y la inflamacion de las vias aéreas, en

cobayos retados de manera repetitiva con ovoalbumina.

* Determinar la expresion del dominio extracelular e intracelular de la subunidad B1 y

B2 de integrina en LBA y suero.
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* Correlacionar la expresion de los dominios antes mencionados con la infiltracion de

células inflamatorias en LBA y con el grado de hiperreactividad de las vias aéreas.
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5. Material y métodos
5.1 Animales

Se utilizaron 30 cobayos (Cavia porcellus) machos sanos de la cepa HsdPoc:DH, con pesos
aproximados de 350 a 450g al inicio del protocolo, mantenidos en el bioterio del Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER), bajo condiciones convencionales de
humedad, temperatura y alimentacion: 12/12 de ciclo de 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
Comite Etico y Cientifico del INER (Numero de proyecto B25-11).

5.2 Sensibilizacion antigénica
5.2.1Dia1l

Los cobayos fueron sensibilizados con una mezcla de ovoalbimina (OVA: 0.06 mg/ml,
Sigma St Louis, EU) e hidréxido de aluminio (Al(OH)3;) como adyuvante (1 mg/ml; J.T.
Baker. NL. EU), disueltos en 30 ml de solucion salina fisioldgica (SSF; modificado de
Campos et al, 2001). Esta mezcla se dividi6 en dos dosis de 0.5 ml, las cuales se
administraron por via subdérmica e intraperitoneal (i.p). Para el grupo control (n=6), se

administr6 el mismo volumen pero utilizando solamente SSF.

Grupos

32 OVA A ® @ ® |1

62 OVA A ® ® ® ® ® ® |-
1 2 3 [} 5 [ 7
T — Numero de reto _—

Refuerzo antigénico

Sensibilizacion

| 1 1 I 1 1
Dias 0 8 15 25 @ a5 55

Modelo agudo Modelo crénico
HVA HVA
Inflamacién Inflamacién

Remodelacion

Figura 8. Esquema que muestra el proceso de sensibilizacién y administracion de retos antigénicos en

el modelo de asma alérgica. HV A=hiperreactividad de las vias aéreas.
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5.3 Pletismografia barométrica
5.3.1Dia 8

El refuerzo antigénico se realizdé ocho dias después, colocando a los animales en camaras
aisladas, estas fueron provistas de flujo de aire continuo (10 ml/s), el cual no modifica la
sefial respiratoria durante el experimento. En estas cdmaras se registrd el indice de bronco-
obstruccion (IB) basal, mediante pletismografia barométrica para animales en libre
movimiento (Buxco Electronics Inc., Troy, NY, EU). Posteriormente se suministr6 OVA
en forma de aerosol (3 mg/ml SSF) durante Sminutos con un nebulizador (US-Bennett,
flujo de 2 ml/min). Este nebulizador libera una mezcla de particulas con la siguiente
distribucion: el 44% es menor a 4 um de diametro, el 38% de 4 a 10 pum y el 18 % mayor a

10 um. Una hora después se registro la respuesta de bronco-obstruccion maxima.

El sistema de pletismografia barométrica estd basado en la medicion directa de las
fluctuaciones de presion que se presentan dentro de la cdmara y las compara con una
camara de referencia (Bazan Perkins et al, 2004). Dichas fluctuaciones se registraron con
un transductor de presion diferencial (SCXL004DN SenSym, Milpitas, CA, EU) conectado
a un preamplificador. La sefial generada fue procesada y analizada continuamente por un
programa (Buxco Biosistem XA vl.1) instalado en una computadora. Este programa fue
ajustado para incluir solamente volimenes corrientes de ImL o mas, con un tiempo minimo
espiratorio de 15 s, tiempo inspirado de 3 s y una diferencia maxima entre los volimenes
inspirados y expirados del 10 %. El ajuste de estos parametros en el programa se realizo
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 tltimos Sminutos de cada periodo. Esto se realizé con el fin de evitar la
influencia de eventos externos al estudio y mantener la posibilidad de detectar los cambios

agudos.

El pletismografo barométrico cuantifica entre otras cosas el iB que refleja el grado de

obstruccion de las VA (Hamelmann et al,1997; Chavez et al,1996). Los fundamentos del
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iB se basan en los cambios de volumen del aire ambiental y el que estd dentro de los
pulmones del cobayo, debido a que durante la inspiracion el aire ambiental, al entrar en los
pulmones, se calienta de 25° a 37°C y 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 cdmara. Este incremento en la presion es transitorio, pues disminuye
conforme el animal exhala el aire; debido a que el aire exhalado pierde humedad y
temperatura rapidamente, durante la exhalacion baja el volumen del aire dentro de la
camara y esto se registra como una disminucion en la presion (Drorbaugh, 1995). 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 presion durante la inspiracion y la espiracion en el tiempo previamente calibrado
(Hamelmann et al, 1997, Fig. 9). La informacion es procesada mediante el programa antes

mencionado, para calcular el valor del iB que es obtenido por la siguiente formula:

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

Donde:

iB = Indice de broncoobstruccion

Te= Tiempo total espiratorio (s)

Tr= Tiempo total de relajacion (s)

PFE= Pico de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH,0O)
PFI= Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0O).
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Figura 9. Parametros obtenidos por pletismografia barométrica. Esquema de una onda durante el ciclo
respiratorio, inspiracion (onda hacia abajo) y espiracion (onda hacia arriba) en una cdmara de presion de libre
movimiento. Ti = tiempo de inspiracion (s), tiempo desde el comienzo de la inspiracion hasta el final de la
misma; Te = tiempo de expiracion (s), tiempo desde el final de inspiracion hasta el comienzo de la siguiente
inspiracion; PFI= pico de flujo inspiratorio (ml/s) méxima presion negativa que ocurre durante una
inspiracion; PFE = pico de flujo espiratorio (ml/s), maxima presion positiva de la cdmara que ocurre en una
espiracion; Tr = tiempo de relajacion (s), tiempo en que la presion decae un 36% del total de la presion dentro
de la camara durante la espiracion (Tomado de Hamelmann et al, 1997).

5.4 Retos Antigénicos

Durante el primer reto antigénico (ocho dias posteriores al refuerzo), a los cobayos se les
administr6 OVA (1 mg/ml SSF) durante Iminuto, colocandolos en el pletismografo
barométrico (Buxco Electronics Inc., Troy, NY, EU), siguiendo el protocolo utilizado para
el refuerzo antigénico (dia 8), registrando el iB basal y la respuesta bronco-obstructiva
maxima. Al grupo control se le administrd tinicamente SSF para todos los retos.

Los retos subsecuentes se administraron con un intervalo de diez dias. Se siguid un
protocolo similar al del dia 15 pero la dosis de OVA administrada fue de 0.5 mg/ml SSF,
durante Iminuto, registrando el iB durante 1h. Llegando al tercer reto (dia 35) para el

modelo agudo, y sexto reto (dia 65) para el modelo crénico (Fig. 8).
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5.5 Reactividad de las vias aéreas

La reactividad de las VA se evalud en los grupos controles y experimentales en el tercer y
sexto reto con OV A (dia 35 y 65 respectivamente), comparando las curvas dosis-respuesta
a la histamina antes y después de la administracion de OVA. Para esto, inicialmente se
registré el iB basal durante cinco minutos y se obtuvo el valor promedio. Se administraron
durante un minuto dosis no acumulativas de aerosoles de histamina (0.013 - 0.32 mg/ml;
Sigma Aldrich Company, St Louis, EU), con un intervalo de 10 minutos entre cada dosis.
Cuando alguna dosis de histamina triplicd el valor de iB basal (dosis provocativa 200 6
PDygo) se termino la curva y se esperd a el iB regresa al 50% del valor basal (Bazan-Perkins
et al, 2004). Posteriormente, se retd con aerosoles de OVA (0.05 mg/ml SSF) durante un
minuto. La segunda curva de histamina se realizo tres horas después de la administracion
de OVA, siguiendo el mismo protocolo que la primera curva (Sommer et al,, 2001). Un
grupo adicional de cobayos que se tomd como el control de la reactividad de las VA a la

histamina solo recibid nebulizaciones de SSF.

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

Veinticuatro horas después de realizada la segunda curva a histamina, los animales fueron
sobredosificados con una inyeccion via i.p. de pentobarbital sdédico (28 mg/kg) hasta
producir paro cardiorrespiratorio. Posteriormente, se realiz0 una traqueotomia para
introducir una canula endotraqueal por donde se administré dos veces 5 ml SSF estéril a
37°C, con ayuda de una jeringa. En cada vez, el fluido se recuper6 1 min después y el total
se centrifugd (Sminutos, 1500 rpm, 4°C; Hettich-Zentrifuge, Tultlingen, Alemania) para
obtener el sedimento celular que se resuspendi6 en 1 ml de SSF. El sobrenadante se guardo
a 4°C, para posteriormente evaluar la expresion de proteinas mediante la técnica de ELISA.
Para determinar el numero total de células en el LBA, se tomaron 10ul del sedimento
celular y se les agreg6 40 pl de azul de tripan al 0.4 % (Sigma Aldrich Company, St Louis,
EU). Se coloco 10 pl de esta mezcla en una cdmara de Neubauer, donde se realizo el conteo
directo de las células en 25 cuadros. Este valor se multiplico por el factor de dilucion (5), y
por el factor de la cadmara (10,000) reportando asi el nimero de células por mililitro de

LBA. El volumen celular se ajustd a 1X10° cel/ml adicionando SSF, y 50 pl de esta
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mezcla. Se colocod en una citrocentrifuga 7120 (Aerospray Wescor Cytospin, Utah, EU)
durante 5 minutos a 850 rpm para obtener un boton celular, el cual fue tefiido con la técnica
de Romanowsky para realizar el conteo diferencial. Esta tincion se realizé con una mezcla
de violeta y azul de metileno con eosina (Laboratorios Wescor, Hematology Reagent ABC,
WA, EU) como colorantes principales. Se contaron un minimo de 200 células, sin incluir

eritrocitos, con un microscopio de luz (Karl Zeiss, Oberkochen, Alemania) a un aumento de

100x.

5.7 Obtencion de suero

Posterior a la obtencion del LBA, se introdujo un Sistema de Extraccion de Sangre (S-
Monovette, Sarstedt, Alemania) en el ventriculo derecho del cobayo. La cantidad obtenida
de sangre se centrifugd a 1500 rpm durante 5 minutos a 4°C (Hettich-Zentrifuge,
Tultlingen, Alemania). El sobrenadante se guardé a 4°C para ser utilizado posteriormente

en la técnica de ELISA.

5.8 Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

La deteccion de la forma soluble de los dominios de las subunidades B1 y B2 de integrina se
desarroll6 mediante una ELISA directa. Para definir las condiciones Optimas se realizaron
diluciones decrecientes del anticuerpo para cada subunidad asi como de los distintos
anticuerpos secundarios. Se sensibilizo la placa de microtitulacion (Costar, Cambridge, EU)
con 50 pl de sobrenadante de LBA ¢ 50 pul de sobrenadante de suero, este ultimo diluido
1:20 en solucidon amortiguadora de carbonatos pH 9.6 y 50 ul de PBS y albimina bovina al
0.05 %como control. La placa se incub6 toda la noche a 4°C. Se realizaron 6 lavados por
3 minutos en agitacion a 200 rpm (Rotor Hoefer, New Orleans, EU), agregando en cada
pozo 200 pul de PBS 1x (NaH,PO4 13 mM, Na,HPO, 88 mM, NaCl 150 mM; pH 7.2) y
Tween20 (Sigma Aldrich Company, St Louis, EU) al 0.05 %. Posteriormente, se
bloquearon las placas anadiendo a cada pozo 100ul de la siguiente solucion: PBS-Tween20
al 0.05 % y albimina bovina al 3 %, por 3h a 37°C. Se lavaron las placas y se coloco en
cada pozo 50 ul de cada uno de los siguientes anticuerpos tanto en LBA como en suero:

subunidad Bl de integrina dominio citosolico: anticuerpo policlonal anti-f1 de humano
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(Millipore, Billerica, EU); dominio extracelular: anticuerpo monoclonal anti-f1 de raton
(R&D systems, Minneapolis, EU). Para la subunidad 2 de integrina dominio citosolico:
anticuerpo policlonal anti-f2 de humano hecho en cabra (Santa Cruz Biotechnology, EU);
dominio extracelular: anticuerpo monoclonal anti-B2 de humano hecho en raton (R&D,
Alemania). Cada anticuerpo fue diluido en PBS 1x-Tween20 y fraccion V de albumina
bovina (Sigma, Aldrich Company, St Louis, EU) al 0.05 %. Cada uno se dejé incubando
toda la noche a 37°C. Se lavd y se agregaron 50 pl de anticuerpo secundario: para la
subunidad B1 de integrina dominio citosélico: anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-
IgG de conejo (Cappel, Malvern, EU); dominio extracelular: anticuerpo conjugado con
fosfatasa alcalina anti-IgG de rata, (Sigma, Aldrich Company, St Louis, EU) para la
subunidad B2 de integrina dominio citosélico: estreptavidina; dominio extracelular:
anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-IgG de raton (Cappel, Malvern EU). Las placas
se incubaron por 2h a 37°C. Se lavaron y se revelaron con 50 pl de la siguiente solucion;
para el caso de los anticuerpos peroxidados: 2.5 ml de solucion amortiguadora de citratos
0.1M pH 5, 1 mg de orto-fenildiamina (Sigma, Aldrich Company, St Louis, EU) y 2.5 ul de
H,0, al 3 %. Las placas fueron colocadas en la oscuridad variando el tiempo para cada
anticuerpo sin sobrepasar 20 minutos. La reaccion se par6 con 30 pl de H;SO4 2.5N Para el
caso del anticuerpo conjugado con fosfatasa alcalina, se utilizd la siguiente solucion
ajustada a un pH 9.8: una pastilla de sustrato para fosfatasa alcalina (Sigma, Aldrich
Company, St Louis, EU), 0.097 ul/mL de dietanolamina (Sigma, Aldrich Company, St
Louis, EU) y 0.01 pg/mL de cloruro de magnesio (MgCl,), y se paro la reaccion con NaOH
3N. La lectura se llevo a cabo a 492 nm para el caso de la estreptavidina y de anticuerpos
peroxidados y a 405 nm para la fosfatasa alcalina, en Lector de placas (Labsystems, Buenos
Aires, Argentina). Para incrementar la especificidad de los ensayos, cada uno se realizé por

triplicado.

5.9 Analisis estadistico

La reactividad de la via aérea a la histamina fue evaluada mediante la dosis provocativa 200
% (PDagp), esto es, la dosis de histamina interpolada que causa que se triplique el iB basal.
Los datos se sometieron a la prueba de normalidad Shapiro- Wilk. Se utiliz6 la prueba

pareada de "t" de Student en cada grupo con respecto a uno. Para comparaciones multiples
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se utilizo6 Kruskall-Wallis, seguida de la prueba de Dunns, con ayuda del programa
estadistico Graph Pad Prism 5. La significancia estadistica se establecid con una P<0.05.
Las barras en las graficas representan el promedio + error estandar. En la asociacion de las
subunidades de integrina con la inflamacion y grado de hiperreactividad, se utilizo el

coeficiente de correlacion de Spearman.
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6. RESULTADOS
6.1. Tipo de respuesta

En el modelo agudo se utilizaron doce cobayos. Seis mostraron broncoobstruccion
inmediata y transitoria ante el reto con OVA. A este grupo se les llam6 Respondedores (R),
y en menos de una hora, su indice de broncoobstruccion basal se normalizo. Los cobayos
restantes que no manifestaron respuesta ante el reto con OVA se les llam6é No
Respondedores (NR). El mismo niumero de cobayos fue utilizado para el modelo cronico e
igualmente se obtuvieron ambos grupos. La figura 10 representa la respuesta observada

para cada uno de estos grupos.

Figura 10. Respuesta de cobayos sensibilizados a la ovoalbumina (OVA). La grafica muestra el indice de
broncoobstruccion basal (iB) después del reto con OVA en cobayos sensibilizados a través del tiempo. La
linea azul muestra una respuesta inmediata y transitoria de los cobayos respondedores, el punto mas alto
corresponde a la respuesta maxima dada entre los 5-15 minutos después de administrar el reto con OVA. La
linea roja indica la respuesta de los cobayos que no manifiestan una respuesta broncoobstructiva ante el reto.
A su vez se muestra la representacion esquematica del tipo de respuesta registrada en el equipo de
pletismografia barométrica. (R) respondedores, (NR) no respondedores.
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6.2 Reactividad de las VA

En los cobayos controles, la dosis provocativa de histamina 200 (PDyg), es decir, aquella
dosis que hizo triplicar el valor basal del iB, no fue diferente de la PD,gy obtenida después
del reto antigénico. La relacion PD,g post-reto/PD,gy basal que representa el grado de
reactividad de las VA, fue cercana a 1 en el grupo control y en el grupo de los NR crénicos.
Los cobayos R, tanto en el modelo agudo y en el cronico, asi como los NR agudos
mostraron una PD;yy post-reto con OVA menor que la PDyy basal, por lo que el grado de
reactividad aumento (hiperreactividad), mostrando significancia estadistica s6lo en el grupo

de los respondedores agudos y cronicos (Fig. 11).

Hiporreactividad

Hiperreactividad

Figura 11. Reactividad de las vias aéreas a la histamina en un modelo de asma alérgica aguda y cronica
en el cobayo. La grafica muestra la relacion entre la dosis requerida para producir incremento en un 200% al
IB (PDyy) posterior al reto y el PD,y, anterior al mismo. La linea discontinua muestra el limite entre la
hiporreactividad e hiperreactividad. NRA=No respondedor agudo, NRC=No Respondedor cronico, RA=
Respondedor agudo, RC= Respondedor crénico. * P <0.05 **P <0.01. Prueba pareada de t de Student
comparando cada grupo con respecto a 1. Las barras representan el promedio + error estandar.
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6.3. Conteo celular total y diferencial en el lavado broncoalveolar

Con la tincion Romanowsky se obtuvieron las siguientes tonalidades en las células: nacleos
en general y granulos de neutrdfilos en purpura, granulos de eosindfilos en rosa-naranja y

eritrocitos en rosa.

En la figura 12 se muestra el conteo de cada tipo celular para los cobayos controles,
modelos agudo y cronico. Los macréfagos, neutréfilos y linfocitos no mostraron cambios
estadisticamente significativos con respecto al control y/o al modelo. En el caso de los
eosinofilos se observo diferencia estadisticamente significativa en los RA con respecto al

grupo control asi como a los NRA y RC (P< 0.05).
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Figura 12. Conteo celular total y diferencial en un modelo de asma alérgica aguda y cronica. NRA=No
respondedor agudo, NRC=No Respondedor croénico, RA= Respondedor agudo, RC= Respondedor crénico.
Las barras representan el promedio + error estandar, con una n=6 por grupo. * P <0.05 (ANOVA de una via,
con la prueba de Tukey).
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6.3  Expresion de la forma soluble de 1a subunidad p1 de integrina.

La expresion de la forma soluble de la subunidad B1 de integrina en LBA y suero fue
detectada por densidad 6ptica mediante la prueba de ELISA. Sin embargo, no se encontr6
diferencia estadisticamente significativa entre los grupos. En la figura 13 se muestra la
expresion del dominio intracelular y extracelular en las muestras de sobrenadante de LBA y

suero, para ambos modelos.

Figura 13. Expresion de la forma soluble del dominio intracelular y extracelular de la subunidad 1 de
integrina en muestras de sobrenadante de LBA y suero de cobayo. D.O = densidad dptica a 492nm. CN=
control, NRA=No respondedor agudo, NRC=No Respondedor cronico, RA= Respondedor agudo, RC=
Respondedor cronico, LBA= lavado broncoalveolar. Las barras representan el promedio de tres ensayos + el
error estandar, n=6 para cada grupo. Kruskal-Wallis y comparacion multiple con la prueba de Dunns.
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6.4  Relacion de la expresion entre la forma soluble de los dominios intracelular y
extracelular de la subunidad 1 de integrina en sobrenadante de LBA y suero.

La relacion entre la expresion de la forma soluble del dominio intracelular con repecto al
extracelular de la subunidad B1 de integrina se muestra en la figura 14. En todos los grupos
se observd un incremento en la expresion del dominio extracelular con respecto al dominio
intracelular, tanto en sobrenadante de LBA como de suero (*P <0.05). Ademas de una
expresion diferencial del dominio extracelular en el sobrenadante de suero con respecto al

LBA, en todos los grupos (P <0.05).

Figura 14. Relacién entre la expresion de la forma soluble del dominio intracelular y extracelular de la
subunidad B1 de integrina en sobrenadante de LBA y suero. CN= control, NRA=No respondedor agudo,
NRC=No Respondedor créonico, RA= Respondedor agudo, RC= Respondedor crénico, LBA= lavado
broncoalveolar. Las barras representan el promedio + el error estandar, n=6 para cada grupo. *P <0.05, para
las comparaciones entre la expresion del dominio intracelular en relacion con el dominio extracelular. P
<0.05 para la comparacion entre la expresion de estos dominios entre las muestras de sobrenadante de LBA y
suero. Prueba de Wilcoxon.
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6.5 Expresion de la forma soluble de la subunidad B2 de integrina.

La expresion de la forma soluble de la subunidad B2 de integrina en el sobrenadante de
LBA no mostr6 diferencias estadisticamente significativas entre los grupos. En el
sobrenadante de suero, los cobayos No Respondedores en el modelo agudo mostraron un
aumento estadisticamente significativo con respecto al grupo control (P <0.05, n=6 por

grupo; Fig 15) donde se observdé un incremento estadisticamente significativo en el

dominio intracelular.

Figura 15. Expresion de la forma soluble del dominio intracelular y extracelular de la subunidad B2 de
integrina en muestras de sobrenadante de LBA y suero de cobayo. D.O = densidad dptica a 492nm CN=
control, NRA=No respondedor agudo, NRC=No Respondedor cronico, RA= Respondedor agudo, RC=
Respondedor cronico, LBA=lavado broncoalveolar. Las barras representan el promedio de tres ensayos + el
error estandar, n=6. Kruskal-Wallis y comparacion multiple con la prueba de Dunns * P <0.05.
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6.6 Relacion de la expresion entre la forma soluble de los dominios intracelular y
extracelular de la subunidad B2 de integrina en sobrenadante de LBA y suero.

La subunidad B2 de integrina muestra un incremento en la expresion del dominio

extracelular con respecto al dominio intracelular en sobrenadante de suero. Esto se observa

en ambos modelos para el grupo control asi como para el grupo de los NRA y los

respondedores. Asimismo, se observd expresion diferencial en sobrenadante de LBA y

suero en todos los grupos, excepto en el grupo control (7P <0.05, n=6, Fig 16).

Figura 16. Relacién entre la expresion de la forma soluble del dominio intracelular y extracelular de la
subunidad P2 de integrina en sobrenadante de LBA y suero. CN= control, NRA=No respondedor agudo,
NRC=No Respondedor créonico, RA= Respondedor agudo, RC= Respondedor cronico Las barras representan
el promedio =+ el error estandar, n=6 para cada grupo. *P <0.05, para las comparaciones entre la expresion del
dominio intracelular en relacion con el dominio extracelular, prueba de Wilcoxon. ¥ P <0.05 para la
comparacion entre la expresion de estos dominios entre el sobrenadante de LBA y suero.
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6.7 Relacion entre la inflamacion y la magnitud de la reactividad de las VA con la
expresion de la forma soluble de la subunidad 1 y B2 de integrina.

En la tabla 1 y 2 se muestran los coeficientes de correlacion entre el tipo celular infiltrado
en las VA y la presencia de la forma soluble de la subunidad 1 y B2 de integrina
respectivamente. Se observo una correlacion positiva entre los eosinofilos y la presencia del
dominio intracelular de la subunidad B1 de integrina en el sobrenadante de LBA (Tabla 1).
Para la forma soluble de la subunidad 2 de integrina, no se encontré ninguna correlacion
con el tipo celular (Tabla 2).

Tabla 1. Coeficientes de correlacion entre el tipo celular infiltrado en las VA con la presencia de los
dominios intracelular y extracelular de la subunidad 1 de integrina en sobrenadante de LBA.

Forma soluble de la subunidad 1 de integrina

Dominio intracelular Dominio extracelular
Tipo celular
Sobrenadante Sobrenadante
LBA LBA

Macrofagos 0.1354 0.1003
Eosinofilos 0.5500* 0.3089
Linfocitos -0.2254 0.06128
Neutrofilos 0.2189 -0.1423

*P <0.01

Tabla 2. Coeficientes de correlacion entre el tipo celular infiltrado en las VA con la presencia de los
dominios intracelular y extracelular de la subunidad B2 de integrina en sobrenadante de LBA.

Forma soluble de la subunidad B2 de integrina

Dominio intracelular Dominio extracelular
Tipo celular

Sobrenadante Sobrenadante

LBA LBA
Macrofagos -0.1384 -0.1057
Eosinofilos 0.09489 -0.02569
Linfocitos 0.2659 -0.05237

Neutrofilos -0.3034 0.3626
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En la tabla 3 y 4 se muestra la relacion entre el grado de reactividad de las VA con la
presencia del dominio intracelular y extracelular de la forma soluble de la subunidad B1 y
B2 de integrina, respectivamente. Se encontrd una correlacion negativa entre el grado de
reactividad con la presencia del dominio extracelular de la subunidad 1 de integrina, en el
sobrenadante de suero (Tabla 3). En el caso de la subunidad B2 de integrina, la relacion con
el grado de reactividad correlaciono con la presencia del dominio intracelular en el
sobrenadante de LBA asi como con el dominio extracelular en el sobrenadante de suero

(Tabla 4).

Tabla 3. Coeficiente de correlacion entre el grado de reactividad de las VA con la presencia de los
dominios intracelular y extracelular de la subunidad 1 de integrina en sobrenadante de LBA y suero.

Forma soluble de la subunidad 1 de integrina

Dominio intracelular Dominio extracelular
Grado de
reactividad Sobrenadante  Sobrenadante  Sobrenadante = Sobrenadante
de LBA de suero de LBA de suero
0.1039 -0.3368 -0.1903 -0.4241*

Tabla 4. Coeficiente de correlacion entre el grado de reactividad de las VA con la presencia de los
dominios intracelular y extracelular de la subunidad B2 de integrina en sobrenadante de LBA y suero.

Forma soluble de la subunidad B2 de integrina

Dominio intracelular Dominio extracelular
Grado de
reactividad Sobrenadante  Sobrenadante  Sobrenadante  Sobrenadante
de LBA de suero de LBA de suero
-0.4598* -0.2592 -0.1090 -0.6917%%*

43



7. DISCUSION

Se ha propuesto que receptores en la superficie de la membrana celular poseen una funcion
importante cuando estdn presentes como moléculas solubles en fluidos biologicos (Arribas
et al, 2002). Nuestros resultados muestran a la forma soluble de los dominios extracelulares
e intracelulares de las subunidades B1 y B2 de integrina en sobrenadante de LBA y suero en
un modelo de asma alérgica en el cobayo. Los dominios extracelulares de ambas proteinas
en sobrenadante de suero muestran una correlacion positiva con el grado de reactividad de
las VA, mientras que el dominio intracelular presenta esta correlacion tinicamente para la
subunidad B2 de integrina en sobrenadante de LBA, lo que podria significar un papel
importante de estas subunidades solubles en el asma.

De acuerdo al plan de sensibilizacion, desde el primer reto antigénico, la exposicion a los
aerosoles con OVA indujo una broncoobstruccion inmediata en los cobayos, cuya magnitud
triplicé por lo menos el iB basal (Campos et al, 2001). Se obtuvieron los dos patrones de
respuesta, los R y los NR. Este patron es observado en la poblacion humana, donde existe
gran variabilidad en la manifestacion del asma atribuida a factores genéticos, dosis de
alérgeno y grado de exposicion o sensibilizacion (Alvarez-Puebla et al, 2001). En
particular, se ha visto que existen individuos atdpicos que no presentan crisis de asma ante
la exposicion al alérgeno, pero si presentan HVA (Ihre et al, 1988 y Custovic y Murray,
2002), caracteristicas que presentan nuestro grupo de los animales NR. Cockroft y
colaboradores (2006) observaron que estos individuos atopicos 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 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. Recientemente se ha propuesto la participacion de las células T
reguladoras, las cuales se han visto disminuidas en los cobayos que responden ante el reto
antigénico en comparacion con los controles y los cobayos que no responden al reto
(Ramos-Ramirez et al, 2011).

La HVA es una caracteristica universal que define al asma (Cockcroft et al, 2006).

Diversos mecanismos han sido sugeridos como desencadenantes. Entre ellos, se piensa que
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diferentes procesos inflamatorios son importantes, como es la infiltracién de eosinofilos en
las VA (O'Byrne et al, 2003). Bazan-Perkins y colaboradores (2009), reportaron que desde
el primer reto antigénico hubo incremento en la reactividad de las VA, asi como en el
numero de neutrofilos y eosinofilos en cobayos con modelo de asma, ambas caracteristicas
persistiendo en el modelo cronico. En el presente estudio observamos eosinofilia
unicamente en los cobayos respondedores para el modelo agudo, sin embargo esta
caracteristica no persistié para el modelo cronico, contrario a lo que reporta Moreno-
Alvarez en el 2010, en el cual la eosinofilia se mantiene. Sin embargo, una diferencia
significativa es que los cobayos estudiados por Moreno-Alvarez fueron eutanizados
inmediatamente después del reto antigénico, mientras que en este estudio, se llevo a cabo
24 horas posterior al reto, por lo que el nimero de células inflamatorias presentes en el
LBA pudo haber disminuido. Durham y Kay (1985) observaron que la eosinofilia a las 24 h
se relaciona con la respuesta alérgica tardia posiblemente por la respuesta de la médula 6sea
al reclutamiento de eosindfilos y por lo tanto su disminucion a las 24 h. Es importante
mencionar que el grupo NR no presenta obstruccion de las VA tardia, por lo que la
eosinofilia no esta determinando la presencia de respuesta tardia en nuestro modelo.

Bazéan-Perkins y colaboradores reportaron la expresion de la subunidad B1 de integrina de
forma acelular en un modelo de asma alérgica en cobayos. Reportaron la sobreexpresion de
esta proteina en la region subepitelial de las VA, mostrando una correlacion directa con el
grado de reactividad de las VA. Posteriormente, en un estudio realizado en nuestro
laboratorio (Alvarez-Santos, 2011), se detectd el dominio intracelular y extracelular de la
subunidad B1 de integrina en el intersticio del musculo liso de las VA, siendo el dominio
intracelular el que mostraba una correlacion directa con el grado de reactividad de las VA.
Esta forma no celular de las integrinas podria tener un papel importante en el asma por lo
que detectarla en fluidos como LBA y suero podria ser utilizada como un método no
invasivo para detectar la severidad del asma. En este estudio se detectd a la forma soluble
del dominio intracelular y extracelular de la subunidad B1 de integrina, en sobrenadante de
LBA y suero siendo significativamente mayor en este ultimo. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los grupos. La forma soluble del
dominio extracelular ha sido anteriormente reportada en el intersticio del musculo cardiaco

(Ding et al. 2000, Goldsmith et al. 2003) y en pericondrio de ratén durante la condrogénesis
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(Shakibaei M. et al, 1995), asi como la forma soluble de la subunidad o2 en suero humano,
la cual Uinicamente se encuentra en asociacion con la subunidad 1 de integrina (Bank et al,
1999). En nuestro estudio se encontrd una asociacion inversa entre la forma soluble del
dominio extracelular de la subunidad B1 de integrina en sobrenadante de suero, con el
grado de reactividad de las VA. Estos datos sugieren que la forma soluble podria estar
relacionada con la gravedad de la enfermedad. Sumado a esto, se obtuvo una correlacion
positiva entre el nimero de eosinéfilos con el dominio intracelular de la forma soluble de la
subunidad B1 de integrina. Esto nos sugiere que durante la transmigracion de eosinoéfilos,
el dominio intracelular podria estar siendo liberado. Anteriormente se han utilizado
anticuerpos anti- a4f1 observando su papel en el trafico de leucocitos hacia los sitios de
inflamacion, reduciendo la eosinofilia pulmonar y los niveles de citocinas IL-4 y IL-5 en
LBA (Fernandes et al, 2006).

El andlisis de las diferencias entre la expresion del dominio intracelular y extracelular
sugiere que no se esta detectando la misma proteina con los anticuerpos dirigidos hacia los
diferentes dominios. En la subunidad Bl de integrina, en todos los grupos y en ambas
muestras, el comportamiento fue similar, encontrando una mayor cantidad del dominio
extracelular con respecto al intracelular. Esto podria indicar que el mecanismo principal por
el cual se estd liberando este domino es mediante corte proteolitico. Este representa un
novedoso e interesante mecanismo por el cual las interacciones de las células pueden ser
moduladas. Este ha sido anteriormente descrito en otros tejidos diferentes de las VA. El
primer reporte fue hecho en 1995 por Shakibaei y col., quienes detectaron la presencia de
las subunidades al y a2 de integrina en matriz de cartilago, en esbozos de miembros de
raton (Shakibaei M. et al, 1995). Este corte proteolitico se ha asociado también a
condiciones patologicas, como el caso de la hipertrofia cardiaca y la transicion temprana
hacia la insuficiencia cardiaca (Ding B. et al., 2000, Goldsmith et al. 2003). EI corte del
dominio intracelular ha sido menos estudiado, sin embargo hay reportes de que el corte de
este dominio incrementa la apoptosis en miocitos cardiacos, tal vez mediado por la MMP-2
(Menon et al., 2006). Ademads, el fragmento cortado podria unirse a las células o a
componentes de matriz extracelular y estar involucrado en eventos de sefializacion
biologica, de crecimiento celular o de remodelacion, aunque su papel fisioldgico atn no

esta bien definido (Goldsmith et al. 2003).
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Hasta ahora, se han identificado 5 variantes de la subunidad B1 (B1a, Bls, Blc, Blc2 ¥y Blp).
El anticuerpo utilizado en este trabajo solo reconoce a la variante PlA, esta es
abundantemente expresada en todos los tejidos. Las otras variantes son generalmente
coexpresadas con Bl1A y es la unica que se ha encontrado en otras especies distintas del
humano (de Melker et al, 1999).

Tanto el dominio extracelular como intracelular de la forma soluble de la subunidad B2 de
integrina fueron detectados en el sobrenadante de LBA y suero. En el presente trabajo, se
reporta por primera vez el dominio intracelular no asociada a la célula. Este fragmento al
estar soluble podria inhibir la traducciéon de sefales en las células e impedir la
transmigracion. El dominio extracelular mostré una asociacion inversa con el grado de
reactividad de las VA, en el sobrenadante de suero, mientras que el dominio intracelular
mostrd esta asociacion inversa en sobrenadante de LBA, lo que nos sugiere una
participacion de la forma soluble de la integrina en el desarrollo de la enfermedad.

Las diferencias entre la expresion del dominio extracelular e intracelular en la subunidad 2
de integrina mostré un comportamiento distinto en LBA y suero. En suero se encuentra
elevado el dominio extracelular, mientras que en el LBA la tendencia es al incremento del
dominio intracelular. Estos datos nos sugieren que al encontrarse principalmente el dominio
intracelular el mecanismo predominante por el que podria estar siendo liberada la forma
soluble de la subunidad B2 es el empalme alternativo, ya que en este ambos dominios son
liberados de la célula. Este mecanismo se ha reportado como un regulador de la actividad
de las integrinas (de Melker et al, 1999). Estas secuencias alternativas en el dominio
extracelular, pueden tener varios efectos en la funcion de las integrinas, pues pueden
proveer diferentes sitios de uniéon a ligando, la cual puede resultar en distintas
especificidades para el ligando y sefiales intracelulares. Igualmente podrian adoptar
diferentes conformaciones que afectan el estado de activacion y por lo tanto su afinidad,
también podrian intervenir en la heterodimerizacién y regular el nivel en el cual las
integrinas son expresadas en la superficie celular. Las variantes del dominio intracelular,
podrian activar diferentes vias de sefializacion y resultar en distintas respuestas celulares,
asi como afectar la afinidad de unién a ligando, la distribucion sobre la superficie

membranal en el caso de la subunidad B (Fornaro M. et al, 1997).
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La expresion diferencial de ambos dominios no se obtuvo en el control, lo que sugiere que
estas formas solubles tienen un papel en la inflamacion de las VA. Anteriormente se sugirio
que la forma recombinante y soluble de la subunidad B2 de integrina podria ser util como
anti-inflamatorio, ya que no pierde sus propiedades de union al ligando. (Nava et al, 1991).
En el 2011 se identificaron niveles aumentados de integrina B2 bajo condiciones
inflamatorias, sugiriendo una posible funcion en el trafico de leucocitos. Recientemente se
ha detectado esta forma soluble de la subunidad B2 como parte de la inflamacién sinovial
en la artritis reumatoide y espondiloartritis. Estos autores ademas demostraron la habilidad
de la integrina soluble para inhibir la adhesion a ICAM-1 (Gomez et al., 2011).

Una mayor deteccion de la forma soluble de ambas subunidades de integrina en suero
puede deberse principalmente al mayor nimero de células y por lo tanto una mayor fuente
de donde pudieran provenir estas formas solubles. Sumado a esto, las células inflamatorias
pierden estas moléculas de adhesion cuando se da la transmigracion del torrente sanguineo
hacia la zona de inflamacion, como se describe en un modelo in vivo en humanos (Evans et
al, 2006, Hemler, 2006).

Medir la reactividad de las VA podria ser suficiente para hacer un diagnostico de asma,
particularmente en pacientes con sintomas que son consistentes con la enfermedad
(O'Byrne et al., 2003). El método de ELISA puede ser adecuado para la deteccion de la
forma soluble de las subunidades de integrina, ya que unicamente se obtuvieron datos
positivos en las muestras de LBA y suero, no asi en los controles negativos (OVA y
muestra sin anticuerpo primario). Ademads la densidad optica obtenida fue dependiente de la
cantidad de anticuerpo. Las desventajas de este ensayo es que no podemos determinar el
peso molecular de cada subunidad p. Anteriormente se reportd (Alvarez-Santos, 2011), por
medio de Western Blot distintas bandas tanto en miocitos como en tejido conectivo de la
subunidad B1 de integrina, y solo algunas de ellas mostraban un incremento significativo en
el modelo de asma con respecto al control, por lo que en la forma soluble seria necesario
identificar si esta diferencia significativa persiste. De igual manera se necesita determinar a
qué subunidad a se encuentran unidas las subunidades Bl y B2, ya que las integrinas
acelulares que se han reportado, permanecen como heterodimeros (Dana N. et al, 1991),
ademas de determinar si existen sustancias en los fluidos bioldgicos que pudieran

enmascarar la deteccion de estas formas solubles en el ensayo de ELISA.
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En conclusion, futuros experimentos son necesarios para clarificar la funcién de estas
formas solubles y utilizarlas como un método no invasivo para la ayuda en el diagndstico

del asma.

8. CONCLUSIONES

Las integrinas solubles B1 y B2 se expresan de forma constitutiva en todos los grupos tanto
en sobrenadante de lavado broncoalveolar como de suero, sin embargo, el desarrollo de la
reactividad de las VA mostr6 una asociacion inversa con la expresion de ambos dominios
de la subunidad B2 de integrina, asi como con la expresion del dominio intracelular de la
subunidad B1 de integrina. Esto sugiere que la expresion de ambas subunidades de 3
integrina tienen un papel importante para el desarrollo de la HVA. Por esta razon, las
formas solubles de B1 y B2 de integrina podrian ser utiles como herramienta terapéutica

para detectar el grado de HVA y por lo tanto, indicar la magnitud de la severidad del asma.
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