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RESUMEN

El asma es un desorden de las vias aéreas caracterizado por inflamacién persistente e
hiperreactividad bronquial. La inflamacién induce episodios recurrentes de sintomas
respiratorios asociados a la bronco-obstruccion. En algunos pacientes la bronco-
obstruccién después de la exposicion a alérgenos no siempre se ha observado. En el
modelo de asma en cobayo desarrollado por nuestro grupo de investigacion hemos
encontrado un fenémeno similar. El objetivo de este trabajo fue estudiar la respuesta
inmune asociada a la inflamacion de las vias aéreas en cobayos que no desarrollan una
respuesta bronco-obstructiva inducida por alérgeno. Para ello, cobayos machos fueron
sensibilizados con ovoalbumina (OVA) y retados a intervalos de diez dias con aerosoles
de OVA. Los cobayos fueron expuestos a tres o doce retos con OVA para evaluar las
caracteristicas de un modelo agudo y de un modelo cronico de asma, respectivamente.
La funcion pulmonar se registré6 mediante pletismografia barométrica durante cada reto.
Los cobayos fueron divididos en dos grupos 1) cobayos que mostraron bronco-
obstruccién (respondedores, R) y 2) cobayos que no mostraron bronco-obstruccién (no
respondedores, NR) después del reto con OVA. Se incluyeron dos grupos sin
sensibilizar (SS) correspondientes a la edad de los cobayos. Adicionalmente se incluyé
un grupo SS al que no se le administré histamina para evaluar la reactividad de las vias
aéreas y asi determinar el efecto de la administracion exégena de histamina sobre la
respuesta inflamatoria en los cobayos, este grupo fue considerado como el valor basal
de los parametros inflamatorios analizados. En el tercer y doceavo retos se evaluo la
reactividad de las vias aéreas, los niveles de 1gG1 e IgE especificas para OVA, los
niveles de histamina, tromboxano A; y leucotrienos en el lavado bronquioalveolar (LBA),
la contraccion traqueal in vitro inducida por mediadores contractiles y OVA, el grado de
fibrosis subepitelial, las células inflamatorias infiltradas en el LBA, los niveles de
proteina y ARNm de citocinas y el nimero de linfocitos Th1, Th2, Th17, Tr1, Th3 y
Foxp3®. Las muestras se obtuvieron inmediatamente y 24 horas (h) después del reto
con OVA. Los grupos SS inmediatos mostraron un incremento, con respecto al grupo
basal, en el nUmero de macroéfagos y neutréfilos infiltrados en el LBA, asi como de IL-4,
IL-5, IL-10 y TNF-a, lo que sugiere que la administracibn de histamina induce la
quimiotaxis de células y la secrecién de mediadores especificos. Los grupos SS cuyas
muestras se obtuvieron 24 h después del reto no presentaron cambios inflamatorios con
respecto al grupo basal, lo que sugiere que a las 24 h la histamina ya no ejerce un
efecto sobre la respuesta inflamatoria de las vias aéreas en los cobayos. La
administracién de histamina, tromboxano A, y leucotrieno D, indujo una contraccion

similar en las traqueas de los cobayos de todos los grupos, mientras que la OVA indujo



la contraccion traqueal solamente en el grupo R. Los niveles de IgG1 anti-OVA fueron
similares en los grupos R y NR. El grupo NR no mostr6é bronco-obstruccion inducida por
OVA a lo largo a los retos. En el grupo NR del modelo agudo se observo el
reclutamiento de neutrofilos y la produccion de IL-17A, asi como hiperreactividad a la
histamina, mientras que en el grupo NR del modelo crénico no se observd
hiperreactividad. Los grupos R y NR del modelo crénico desarrollaron fibrosis
subepitelial. ElI grupo R siempre mostré bronco-obstruccion inmediata a lo largo de los
retos con OVA, hiperreactividad a la histamina, IgG1 e IgE especificas para OVA,
infiltracion de eosinofilos y neutréfilos en el LBA y una respuesta polarizada al perfil Th2.
El grupo NR no desarrollo eosinofilia ni cambios en el perfil Th2, pero si un incremento
en el numero de linfocitos Tr1, Th3 y Foxp3’. Estos resultados sugieren que la
respuesta bronco-obstructiva en el cobayo esta asociada a la liberacion de histamina y
tromboxano A, inducida por IgE, mientras que la hiperreactividad de las vias aéreas
puede ocurrir independientemente del desarrollo de respuesta bronco-obstructiva e
inflamatoria. Adicionalmente, nuestros datos sugieren que la fibrosis subepitelial no
contribuye al desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas y aunque los linfocitos T
Foxp3® podrian estar asociados con la disminucién en la progresion hacia la
inflamacién, no son capaces de prevenir la hiperreactividad de las vias aéreas en el
modelo agudo ni el desarrollo de fibrosis subepitelial en el modelo crénico. Finalmente,
el modelo de cobayos NR al alérgeno que desarrollan hiperreactividad en ausencia de
respuesta inflamatoria puede representar una importante herramienta para comprender

los mecanismos que inducen la hiperreactividad de las vias aéreas.



ABREVIATURAS

Abreviatura Significado

ADNc ADN complementario
ANOVA Andlisis de varianza
APC Célula presentadora de antigeno (por sus siglas en inglés, antigen-

presenting cell)

ARNmM ARN mensajero

CCL Quimiocina de la familia CC

CXCL Quimiocina de la familia CXC

CysLTs Cisteinil leucotrienos

DPyg Dosis provocativa 20

DP5go Dosis provocativa 200

ELISA Ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzima

FceRlI Receptor de alta afinidad de inmunoglobulina E

FEV, Volumen espiratorio forzado en el primer segundo (por sus siglas en

inglés, forced expiratory volume in the first second)

h hora

HPRT Hipoxantina-guanina fosforibosiltransferasa
iB indice de bronco-obstruccion

IFN-y Interferon gama

IgA Inmunoglobulina A

IgE Inmunoglobulina E

IgG1 Inmunoglobulina G 1

IgM Inmunoglobulina M

IL Interleucina

i.p. intraperitoneal

iTreg Linfocito T regulador inducido



kD kilodalton

LBA Lavado bronquioalveolar

LTD4 Leucotrieno D4

MHC-II Complejo principal de histocompatibilidad de tipo Il (MCH-II, por sus
siglas en inglés, major histocompatibility complex)

min minutos

ml mililitro

ng nanogramo

NK Células asecinas naturales (por sus siglas en inglés, natural killer)

nM Nanomolar

nm Nanometro

NR Cobayos del grupo no respondedor

nTreg Linfocito T regulador natural

OVA Ovoalbumina

PBS Solucién amortiguadora de sales y fosfatos

pg picogramo

PMA Forbol 12-miristato 13-acetato (por sus siglas en inglés, Phorbol

myristate acetate)

PMSF Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (por sus siglas en inglés
phenylmethylsulfonyl fluoride)

R Cobayos del grupo respondedor
Rmax Respuesta maxima

S segundo

SS Cobayos del grupo sin sensibilizar
SSF Solucioén salina fisiolégica

Tconv Linfocito T convencional

TCR Receptor de célula T (por sus siglas en inglés, T Cell Receptor)



TGF-B1 Factor de crecimiento transfromante beta 1 (por sus siglas en Inglés,
Transforming growth factor beta-1)

Th Linfocito T cooperador (por sus siglas en inglés, T helper)

TNF-a Factor de necrosis tumoral a (por sus siglas en inglés, Tumor necrosis
factor)

Treg Linfocito T regulador

TXA2 Tromboxano A2

TXB2 Tromboxano B2

VA Vias aéreas

Mg Microgramo

i Microlitro



1. INTRODUCCION

1.1 Vias aéreas.

El sistema respiratorio de mamiferos se divide en una parte conductora, una parte
respiratoria y un mecanismo de ventilacion'. La parte conductora, conocida como vias
aéreas, consiste en una serie de tubos ramificados que se vuelven mas estrechos, mas

2 Las vias aéreas

cortos y mas numerosos a medida que penetran en el pulmén
superiores estan formadas por las fosas nasales, la cavidad oral y la faringe, mientras
que las vias aéreas inferiores son la laringe, la traquea, los bronquios y los bronquiolos

(Fig. 1) "2,
Fosas nasales

Vias aéreas Faringe

superiores 7@\,6
Cavidad oral . Laringe

Vias aéreas
inferiores

Figura 1. Estructura de las vias aéreas en humano.

La pared de las vias aéreas consiste en una capa mucosa, una capa de musculo liso y
una capa fibrosa °. La capa mucosa incluye al epitelio, la membrana basal y la lamina
propia. La capa de musculo liso disminuye conforme las vias aéreas disminuyen su
calibre y desaparece en la parte respiratoria, los alvéolos. La capa fibrosa esta
conformada por cartilago y se encuentra solo en la traquea y los bronquios ** (Fig. 2).
Las vias aéreas tienen la funcion de conducir el aire hacia los alvéolos 2.
Adicionalmente, en las vias aéreas el aire inspirado se entibia, se humedece y se
eliminan los vapores hidrosolubles, el polvo y las bacterias ya que son captados por la
membrana mucosa '. Los desoérdenes funcionales y estructurales en las vias aéreas se

han asociado a diversas enfermedades, entre ellas se encuentra el asma.



Traquea / Bronquios Bronquiolos Alvéolos

Epitelio
Mucosa

Membrana basal
Lamina propia

Musculo liso

Capa fibrosa

Figura 2. Estructura de la pared de las vias aéreas. Modificado de Jaramillo F., 2000 ‘

1.2 Asma.

1.2.1 Definicion.

El asma es una enfermedad compleja y heterogénea que se ha definido por sus
caracteristicas clinicas, fisiolégicas y patolégicas como un desorden inflamatorio crénico
de las vias aéreas en el que participan diversas células y elementos celulares °. La
inflamacion cronica esta asociada con el incremento en la respuesta de las vias aéreas
a una variedad de estimulos y conduce a episodios recurrentes de sintomas
respiratorios, como sibilancias, disnea, opresion toracica y tos. Estos sintomas estan
asociados con la obstruccion generalizada pero variable del flujo de aire que

frecuentemente es reversible de manera espontanea o con tratamiento > % "2,

1.2.2 Etiologia.

Los factores de riesgo que influyen en el desarrollo de asma pueden ser factores

relacionados con el huésped y factores ambientales ° .

Entre los primeros se
encuentran genes que predisponen al incremento en los niveles de inmunoglobulina E
(IgE) especifica para antigenos inocuos del medio ambiente denominados alérgenos. La
produccién de IgE especifica para alérgenos se conoce como atopia > '°. Otros genes
predisponen a la generacién de mediadores inflamatorios que contribuyen a la

disfuncion de las vias aéreas. También se ha descrito que la obesidad y el género son



factores de riesgo para desarrollar asma °. Entre los factores ambientales se encuentran
aquellos que influyen en la expresién de los sintomas de la enfermedad, como la
exposicion a alérgenos, la contaminacién ambiental, las infecciones virales, el humo del
tabaco, los sensibilizadores ocupacionales, el ejercicio, la dieta y algunos farmacos

como la aspirina > .

1.2.3 Epidemiologia.

El asma es una de las principales causas de morbilidad y mortalidad en el mundo y su
prevalencia se ha incrementado considerablemente en los ultimos 20 afios * ''. La
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que existen 235 millones de pacientes
con asma siendo la enfermedad cronica mas frecuente en nifios. Mas del 80% de las
muertes por asma tienen lugar en paises con bajos ingresos. En el 2005 se registraron
255 mil muertes por asma y se ha sugerido su incremento en casi un 20% en los
proximos 10 afios ''. En México la prevalencia de asma es del 2.5 al 5% y se estima

que suceden 14.5 muertes por cada 100 mil asmaticos ' 3

, lo que sugiere que esta
enfermedad no se trata oportunamente predisponiendo a su persistencia o al incremento
en su severidad. El Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) reporto
que en el 2011 el asma fue la principal causa de atencién en la consulta externa y ocup6
el primer lugar entre las diez principales causas de atencion en la unidad de urgencias
respiratorias * El asma representa una significativa carga econémica para los pacientes
ya que su atencién genera elevados costos directos e indirectos. Los ingresos a
hospitales y los medicamentos son considerados costos directos, mientras que los
costos indirectos incluyen el ausentismo laboral y escolar. Adicionalmente, la calidad de
vida de los pacientes se ve afectada de manera importante ya que repercute sobre
aspectos sociales y afectivos °. Debido a que el asma es una enfermedad con mdltiples
fenotipos se han propuesto diferentes esquemas para clasificarla y tener un mejor

tratamiento clinico ° '°.

1.2.4 Clasificacion.

Diversos criterios han sido establecidos para agrupar a los pacientes con asma 1617 De
acuerdo a la frecuencia de los sintomas, el asma se ha clasificado en episddica,
persistente, estacional y nocturna o matutina. La clasificacion segun el control de la
enfermedad divide al asma en controlada y no controlada. Esta clasificacion tiene como
criterio la calidad de vida del paciente y la cantidad de medicamentos que se requieren

18, 19

para su control El criterio segun la severidad de la enfermedad combina la



frecuencia de los sintomas, pruebas de funcion pulmonar y marcadores de inflamacion,
por lo que el asma se puede clasificar como intermitente y persistente. El asma
persistente a su vez se clasifica en leve, moderada o severa 517.18 De acuerdo a su
etiologia el asma se ha clasificado en extrinseca o alérgica e intrinseca o no alérgica %
21 El asma alérgica se origina por una reaccion de hipersensibilidad tipo | y los sintomas
aparecen como consecuencia del contacto con alérgenos como el polen, los acaros, el
moho o los hongos, éstos conducen al sistema inmune a una reaccién inflamatoria
exacerbada ® '°. En el asma no alérgica los sintomas no se asocian con la exposicién a
estos alérgenos y los pacientes reaccionan ante un variado numero de estimulos como
el aire frio o seco, el exceso de humedad, el ejercicio fisico, los contaminantes o las
infecciones y se ha sugerido que puede ser una forma de autoinmunidad o autoalergia

debido a la activacion anormal de linfocitos 7 %'

. El asma alérgica y no alérgica son
clinica, inmunolégica y fisiopatologicamente similares. Por ejemplo, en ambos tipos
existe una elevada produccion de linfocitos T cooperadores (Th, por sus siglas en inglés,

20,21

T helper) de la clase 2 (Th2), eosinéfilos y mediadores pro-inflamatorios . La forma

1

mas frecuente de asma es de origen alérgico '° y en algunos pacientes estael asma

alérgica y no alérgica s dos formas pueden coexistir ’.

1.3 Mecanismos inmunolégicos del asma alérgica.

El asma alérgica esta mediada por mecanismos inmunolégicos que pueden dividirse en
1) fase de sensibilizacion; 2) fase efectora, que a su vez se subdivide en respuesta

alérgica temprana y respuesta alérgica tardia y 3) fase cronica % %2,

1.3.1 Sensibilizacién al alérgeno.

El proceso de sensibilizacion ocurre cuando el alérgeno es captado en el lumen de las
vias aéreas por células presentadoras de antigeno (APC, por sus siglas en inglés,
antigen-presenting cell) particularmente células dendriticas y macrofagos. Las APC
degradan al alérgeno y unen los péptidos al complejo principal de histocompatibilidad de
clase Il (MCH-II, por sus siglas en inglés, major histocompatibility complex) %> ?* %
Posteriormente las APC migran hacia los nédulos linfaticos locales e interactuan, a
través del MHC-II, con el receptor de linfocitos T (TCR, por sus siglas en inglés, T Cell

62 Una vez

Receptor) cooperadores inmaduros lo que conduce a su activacion
activado, en presencia de interleucina (IL)-4, el linfocito Th se diferencia hacia un

linfocito Th2 que secreta IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13. Los linfocitos Th2 activan al linfocito B y



promueven la produccion de IgE. La IgE se une a su receptor FceRI sobre la superficie

de células cebadas y basdfilos dando lugar a la sensibilizacion & 2% %,

Alérgeno
Lumen de las i}
vias aéreas an

Noédulo linfatico local

l ' Células epiteli.ales Célula @ Fuente de IL-4
# N dendritica

Migracién de células
dendriticas

7z

Fagocitosis y
procesamiento

del alérgeno Célula
. cebada Linfocito Th IL-4
o ! inmaduro
<@ IL-13
FceRIGL 7:‘:'{;*‘
IgE especifica ARA P A Y
del alérgeno Produccion de IgE
Linfocito B

Musculo liso de las vias aéreas

Figura 3. Proceso de sensibilizacion al alérgeno en las vias aéreas. FCeRI, receptor de IgE de alta
afinidad; IgE, inmunoglobulina E; MHC-Il, complejo principal de histocompatibilidad de clase Il; TCR,
receptor de célula; Th, linfocito T cooperador. Modificado de Galli S., 2008 2

1.3.2 Respuesta alérgica temprana o inmediata.

Después del proceso de sensibilizacion, la respuesta temprana se inicia cuando el
alérgeno entra nuevamente en contacto con la mucosa traqueo-bronquial y se une a la
IgE especifica sobre células cebadas y basofilos. Las células sensibilizadas son
activadas y secretan mediadores pro-inflamatorios preformados, como histamina,
proteasas, proteoglicanos y nucleétidos; asi como Ipidos sintetizados de novo, como
prostaglandinas, leucotrienos y tromboxanos; y polipéptidos, como citocinas y

quimiocinas 2% 24 27 28,

En conjunto, estos mediadores inducen la contraccién del
musculo liso, la hipersecreciéon de moco, la vasodilatacion y el incremento en la
permeabilidad vascular, por lo que el calibre de las vias aéreas se reduce y limita el flujo
de aire conduciendo a la manifestacion de los sintomas respiratorios *%. La respuesta
temprana alcanza su pico maximo en los primeros 15 minutos y se resuelve de 30-60

minutos 2+ %,



1.3.3 Respuesta alérgica tardia.

La respuesta tardia ocurre horas después de la exposicién al alérgeno y se caracteriza
por la infiltracion y activacion de eosinofilos, neutrdfilos y linfocitos Th2 2%
Adicionalmente se incrementa la expresion de moléculas de adhesién celular y la
secrecion de mediadores pro-inflamatorios, tanto por células residentes de las vias
aéreas, como el epitelio y el masculo liso, como por las células del sistema inmune
infiltradas, dando lugar a una segunda manifestacion de los sintomas respiratorios 2% * .
El reclutamiento selectivo de leucocitos hacia las vias aéreas se debe a la secreciéon
local de mediadores como las citocinas ?**. Durante el asma, las citocinas inducen la
contraccion del musculo liso, la hipersecrecién de moco, la extravasacion microvascular
y el reclutamiento y activacion de células inflamatorias hacia las vias aéreas dando lugar

a la inflamacion cronica 3" 2.

1.3.4 Inflamacioén crénica.

La inflamacién es una respuesta fisiolégica ante diversos estimulos e involucra el
reclutamiento y activacion de células encargadas de eliminar agentes infecciosos vy

33

restaurar la estructura y funcién del tejido dafiado Sin embargo, la respuesta

inflamatoria exagerada induce cambios en la estructura de las vias aéreas y conduce al
desarrollo de asma °. La inflamacion crénica durante el asma se caracteriza por la
infiltracion de linfocitos T, eosindfilos, macréfagos/monocitos, células cebadas y
neutréfilos. La inflamacion cronica puede acompafarse de exacerbaciones agudas con
un incremento en el niumero de eosindfilos y neutréfilos en la submucosa de las vias
aéreas y la liberacién de mediadores, como la histamina y los leucotrienos, que inducen
bronco-constriccion, formacion de edema y secrecion de moco % 2* 323 También se han
observado cambios en las células residentes de las vias aéreas, como el engrosamiento
de la capa del musculo liso, incremento en el nimero de miofibroblastos e incremento en
el nimero de células en copa secretoras de moco %*3*. La inflamacion crénica es un
proceso inducido por la exposicién repetitiva al alérgeno y las citocinas juegan un papel
integral en perpetuar la inflamacion *>3>%_Las citocinas son proteinas de sefializacion
extracelular menores a 80 kD y son producidas por diferentes tipos celulares % En la
Tabla 1 se resumen algunas citocinas, sus principales fuentes celulares y su papel en la

patogénesis del asma.



Tabla 1. Principales citocinas involucradas en la patogénesis del asma

Citocina

IL-2

IL-4

IL-5

IL-6

IL-9

IL-10

IL-13

IL-17A

IFN-y

TNF-a

TGF-B

CCL3

CCL5

CCL7

CCL11

Fuente celular

Linfocitos Th2

Linfocitos Th2, células
cebadas, eosindfilos

Linfocitos T, células cebadas

Linfocitos T, células cebadas

Linfocitos Th2, epitelio de las
vias aéreas

Linfocitos Th2,
eosinofilos

Linfocitos T, monocitos y
macroéfagos

Linfocitos Th2

Linfocitos Th17, neutrdfilos

Linfocitos Ty células NK

Macroéfagos, células cebadas,
fibroblastos

Linfocitos Th3, Tregs,
macréfagos, eosindfilos,
neutrdfilos, células epiteliales,
fibroblastos, musculo liso.

Monocitos, neutréfilos,
eosindfilos, células cebadas,
linfocitos y fibroblastos

Linfocitos T CD8*, células
epiteliales, fibroblastos,
plaguetas, células cebadas y
monocitos.

Linfocitos T
Células epiteliales, endotelio

vascular, mdasculo liso,
macroéfagos y células cebadas

Funcion durante el asma

Activacion de eosindfilos, crecimiento y diferenciacion de
lintocitos T.

Diferenciacién de eosindfilos y neutréfilos, activacion,
sobrevivencia y quimiotaxis de eosindfilos.

Sintesis de IgE, factor de crecimiento de linfocitos Th2,
inhibicién de linfocitos Th1l, adhesién endotelial vy
sobreproduccion de moco.

Diferenciacién, maduracién y activacién de eosindfilos,
adhesiéon y quimiotaxis de eosindfilos, diferenciacion de
basfilos, cofactor en la sintesis de IgE. Remodelacidn de las vias
aéreas.

Diferenciacién de linfocitos Th17, inhibe la supresion me diada
por linfocitos Treg.

Incrementa la produccion de citocinas Th2, la produccién de
moco y la diferenciacion de eosindfilos y basoéfilos. Factor de
crecimiento de células cebadas y linfocitos T. Induce
hiperreactividad de las vias aéras.

Disminuye la sobrevivencia de eosindfilos, inhibicion de células
Th1/Th2 y disminucién de la activacion de monocitos/
macréfagos. Inhibe la respuesta asmatica tardia y la
quimiotaxis de eosindfilos.

Producciéon de IgE, activacién de monocitos y macréfagos,
hiperplasia de células en copa. Remodelacién de las vias
aéreas.

Asma severa, quimiotaxis, activacién y sobrevivencia de
neutréfilos. Induce hiperreactividad de las vias aéras.
Activacion de fibroflastos, células epiteliales y endoteliales.

Activacion de macrofagos, disminucidn de la activacion de
eosindfilos, inhibicion de linfocitos Th2, activacion de células
epiteliales y endoteliales, disminucidn de la sintesis de IgE y de
la hiperreactividad de las vias aéreas.

Quimiotaxis y activacion de neutrdfilos. Induce hiperreactividad
de las vias aéras. Activacion de células epiteliales y
endoteliales.

Disminuye la proliferacién de linfocitos T, proliferacién vy
activacion de fibroblastos y miofibroblastos, hiperplasia del
musculo liso, quimiotaxis de monocitos, macréfagos y células
cebadas, deposicion de proteinas de matriz extracelular.
Remodelacién de las vias aéreas.

Reclutamiento de monocitos, eosindfilos, células dendriticas,
linfocitos T, células NK y fibroblastos.

Reclutamiento de eosindfilos y linfocitos T hacia pulmdn.
Activacion de integrinas y degranulacion de basofilos vy
eosinofilos.

Activacion de basdfilos y eosindfilos, quimiotaxis de células
dendriticas y monocitos.

Reclutamiento y activacion de eosindfilos.



Continuacion

Citocina Fuente celular Funcion durante el asma alérgica
Células epiteliales, endotelio Activacién y quimiotaxis de macréfagos, eosindfilos, baséfilos y
CCL13 vascular linfocitos Th2. promueve la liberacién de histamina por

basofilos y células cebadas.

Células epiteliales, células Migracién de linfocitos Th2 hacia pulmén.
CCL17
cebadas
ccL22 Células epiteliales, células Migracioén de linfocitos Th2 hacia pulmén.
cebadas, macréfagos
oXCL8 Macréfagos, células cebadas, Reclutamiento de neutroéfilos

eosindfilos, linfocitos T,
neutrdfilos y fibroblastos

IL, interleucina; IFN, por sus siglas en inglés Interferon-gamma,; TNF, por sus siglas en inglés Tumor
necrosis factor; NK, por sus siglas en inglés, natural killer; TGF-B, por sus siglas en inglés Transforming
growth factor beta; CCL, quimiocina de la familia CC; CXCL, quimiocina de la familia CXC.

. 35, 37, 38, 39, 40, 41, 42
Fuente:

Una importante consecuencia funcional de la inflamacion crénica es que induce la
inestabilidad de las vias aéreas haciendo que el calibre de esta estructura se reduzca
exageradamente ante estimulos endoégenos o exégenos, proceso conocido como

hiperreactividad de las vias aéreas *°.

1.4 Hiperreactividad de las vias aéreas.

La hiperreactividad es una respuesta bronco-constrictora exagerada del musculo liso
ante la exposicién a un pequefo estimulo que usualmente no provoca ninguna reaccion
en individuos sanos >?. La hiperreactividad es una caracteristica clinica importante del
asma y generalmente es proporcional al grado de severidad de la enfermedad *****%. La
hiperreactividad de las vias aéreas suele evaluarse mediante la administracion de
concentraciones crecientes de un agente bronco-constrictor, como histamina o
metacolina, que provoca la contraccion del musculo liso. Esta respuesta se evalua por
medio de la dosis provocativa 20 (DP4) que se refiere a la concentracion del agente que
induce la disminucion del 20% en la funcion pulmonar y el parametro que evalla
directamente la obstruccién del flujo de aire es el volumen espiratorio forzado en el
primer segundo (FEV,, por sus siglas en inglés, forced expiratory volume in the first
second) 24" %8 En sujetos sanos se requieren concentraciones elevadas del agente
para inducir la disminuciéon del 20% del FEV4, mientras que en sujetos con asma esta

disminucién se alcanza con concentraciones menores > ***° (Fig. 4).
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Figura 4. Curvas dosis-respuesta que muestra los cambios en el volumen espiratorio forzado (FEV+)
inducido por distintas dosis de histamina o metacolina. En pacientes con asma severa la dosis
provocativa 20 (DP2) es menor en comparacion a la de pacientes con asma leve y asma moderada,
mientras que un individuo sano tiene una respuesta maxima con una concentracién mayor del agonista.
Modificado de GINA 2012 °.

Los factores que contribuyen a la hiperreactividad de las vias aéreas se han dividido en

4345 Los factores variables se asocian con el proceso

variables y persistentes
inflamatorio y pueden ser influenciados por eventos ambientales como la exposicion a
alérgenos e infecciones respiratorias. Los factores persistentes han sido atribuidos a
cambios en la estructura de las vias aéreas como el engrosamiento de la capa de
musculo liso y el depdsito de proteinas de matriz extracelular en la region subepitelial **
4546 E|l proceso inflamatorio y los cambios en la estructura de las vias aéreas se han

asociado con el desarrollo de la obstruccion del flujo de aire *°.

1.5 Bronco-obstruccion.

La obstruccion del flujo de aire es la principal alteracion funcional en el asma y da lugar
a la crisis o exacerbacién asmatica. Durante la exacerbacion asmatica la obstruccion
puede ocurrir en cualquier nivel del arbol traqueo-bronquial; sin embargo, las vias
aéreas periféricas, son el principal sitio de obstruccion *°. En pacientes con asma severa
la bronco-obstrucciéon puede estar presente de forma continua y a partir de esta
alteracion pueden surgir otras anormalidades funcionales, como el incremento del
trabajo respiratorio, la alteracién de los volumenes pulmonares, el desequilibrio de la
relacién ventilacion/perfusién y el compromiso del intercambio de gases. La bronco-
obstruccién es ocasionada por la disminucion del calibre de las vias aéreas,
especialmente durante la espiracién, y se debe a 1) la contracciéon del musculo liso,

también denominado broncoespasmo, 2) la formacién de edema y 3) la hipersecrecion



de moco >*'. Durante la exacerbacién asmatica la obstruccion del flujo de aire suele ser
episodica y generalmente es reversible de manera espontanea o con tratamiento. Sin
embargo, en algunos pacientes la obstruccion se vuelve permanente debido al
engrosamiento de la pared traqueo-bronquial como resultado de la inflamacion croénica

ylo remodelacion *°.

1.5.1 Remodelacion de las vias aéreas.

La remodelacién involucra cambios en la composicién, naturaleza y cantidad de los
elementos estructurales de las vias aéreas como resultado de un proceso anormal de
reparacion inducido por la inflamacién crénica °'. Estos cambios involucran la hipertrofia
e hiperplasia de las células del musculo liso, la deposicidbn de proteinas de matriz
extracelular, principalmente colagena, y la activacion de miofibroblastos en respuesta a
citocinas y factores de crecimiento. En conjunto, estos cambios provocan el
engrosamiento de la pared de las vias aéreas. Los cambios en la estructura de las vias
aéreas conducen a la progresiva e irreversible obstruccion del flujo de aire y estan
asociados con la disminuciéon de la funcidn pulmonar en los pacientes con asma. La
remodelaciéon de las vias aéreas durante el asma involucra cambios en el epitelio,
miofibroblastos, matriz extracelular y musculo liso. Estos cambios son orquestados por
la interacciéon entre las células estructurales y las células inflamatorias infiltradas hacia

las vias aéreas % 34 %0 %1

. La respuesta inflamatoria exacerbada en las vias aéreas se
debe principalmente a defectos en la regulacion de la respuesta inmune frente a los
alérgenos y en este contexto, los linfocitos T reguladores (Treg) son un componente

importante para limitar la respuesta inflamatoria y mantener la homeostasis pulmonar #*
52

1.6 Linfocitos T reguladores.

El término linfocitos T reguladores (Treg) se refiere a linfocitos T que modulan la funcién
de otras células del sistema inmune. Los linfocitos Treg controlan el desarrollo de
enfermedades autoinmunes y el rechazo de trasplantes, asi como la respuesta inmune a
agentes infecciosos, la inmunidad contra tumores y también tienen un papel critico en
controlar enfermedades alérgicas como el asma **** %, Los linfocitos Treg son un grupo
heterogéneo de células que se originan tanto en el timo como en érganos linfoides

periféricos y de acuerdo a su origen reciben un nombre en particular >*.

10



El fenotipo de células CD25" es caracteristico de linfocitos Treg de origen timico,
mientras que los linfocitos Treg de origen periférico pueden ser CD4'CD25" o
CD4'CD25 *°. Los linfocitos Treg generados en el timo se han denominado Treg
naturales CD4'CD25" (nTreg) y representan del 2 al 5% de los timocitos simples

+ 53

positivos CD4 Los linfocitos nTreg expresan constitutivamente el factor de
transcripcion Foxp3 (por sus siglas en inglés, forkhead box protein 3) que es necesario
para su desarrollo y funcién *’. Los linfocitos Treg inducibles (iTreg) son generados en
érganos linfoides periféricos en respuesta a antigenos foraneos o alérgenos y pueden o
no expresar Foxp3. Los linfocitos iTreg Foxp3® se diferencian a partir de linfocitos T
CD4"CD25Foxp3™ en presencia de TGF-f y acido retinoico, lo que los lleva a adquirir la
funcion supresora %% Los linfocitos iTreg Foxp3™ se han subdividido en Tr1y Th3 y

median la respuesta inmune via la secrecién de las citocinas IL-10 y TGF-,

respectivamente *°

. Los linfocitos iTregs tienen una expresion variable de CD25
dependiendo de su estado de activacion y comparten el repertorio de TCR con los
linfocitos T convencionales (Tcny), |0 que sugiere que los linfocitos iTreg controlan la
respuesta inmune contra antigenos externos %> % En modelos de asma alérgica se ha
sugerido que tanto las nTreg como las iTreg controlan la enfermedad en una manera

dependiente de IL-10 y TGF-f ®.

1.7 Linfocitos T reguladores durante el asma alérgica.

El pulmén esta expuesto continuamente a una gran variedad de antigenos inocuos del
medio ambiente y, por lo tanto debe mantener un estado de ignorancia o tolerancia
inmunolégica para mantener la homeostasis pulmonar y prevenir la potencial
inmunopatologia. Los linfocitos Treg tienen un papel central en el mantenimiento de la
homeostasis de la inmunidad pulmonar. Los linfocitos Treg establecen la tolerancia
inmune a antigenos inocuos y suprimen la respuesta inmune mediada por linfocitos Tcony
6465 En modelos animales de inflamacion alérgica de las vias aéreas se ha descrito que
la transferencia de células Treg CD4°CD25" atenua la inflamacion, la hiperreactividad y
la remodelacion de las vias aéreas mediante la secrecion de IL-10 y TGF-p . Diversos
estudios sefialan que la cooperacién entre TGF-f e IL-10 tiene un papel importante

67, 68, 69, 70 Los

durante la supresion de la inflamacién alérgica mediada por iTreg
linfocitos Treg pueden interferir con el desarrollo de asma alérgica en diferentes fases
como la sensibilizacién, la progresion hacia la inflamacion, asi como en la persistencia
de las manifestaciones de la enfermedad, la hiperreactividad y la remodelacién de las

22,71

vias aéreas . Los linfocitos Treg suprimen la respuesta inflamatoria mediada por

11



linfocitos Th2 y Th17, asi como de células cebadas, basofilos, neutroéfilos y eosindéfilos y

promueven el desarrollo de células dendriticas tolerogénicas "> . Adicionalmente, los
74

linfocitos Treg suprimen la produccién de IgE e 1gG4 especificas de alérgenos " vy
promueven la formacién de IgA e IgM "°. También se ha descrito que los linfoctios Treg
juegan un papel importante durante la remodelacién al interactuar con las células
residentes de las vias aéreas %> 7° (Fig. 5). La comprension de los mecanismos mediante
los cuales los linfocitos Treg controlan la inflamacion alérgica durante el asma, asi como
la fisiopatologia de la enfermedad, ha sido posible gracias al uso de modelos de asma

en animales.
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Figura 5. Linfocitos T reguladores durante el asma alérgica. Los linfocitos Treg suprimen la respuesta
inmune Th2 y contribuyen en el control de enfermedades alérgicas como el asma. Las flechas rojas
indican los efectos regulador y supresor que los linfocitos Treg ejercen directamente o indirectamente
sobre las células efectoras (células cebadas, basofilos y eosindfilos), células dendriticas, linfocitos B,
linfocitos Teonv (Th1, Th2 y Th17) y células estructurales. Las flechas negras indican los mecanismos que

contribuyen a la inflamacion alérgica. Modificado de Palomares O., 2010 2

1.8 Modelos de asma en animales.

Los modelos de asma en animales han sido utilizados ampliamente para examinar los

mecanismos involucrados en la fisiopatologia de la enfermedad, asi como en estudios

76, 77

pre-clinicos Comunmente se utiliza la sensibilizacion sistémica con proteinas
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foraneas, como la OVA, y el adyuvante hidréxido de aluminio para inducir una respuesta
inmune del tipo Th2 y la produccion de IgE especifica. Una vez sensibilizados, los
animales son expuestos a OVA inhalada o administrada via intratraqueal o intranasal
para inducir el desarrollo de eosinofilia e hiperreactividad de las vias aéreas '® ’°. Existe
una amplia variedad de modelos de asma en diferentes especies. Los modelos de asma

mas utilizados han sido los modelos en ratén, rata y cobayo "¢ 8% 8",

El cobayo es un buen modelo de asma ya que desarrolla una respuesta alérgica a
antigenos foraneos muy similar a la del humano, compuesta por eosinéfilos y neutrofilos;
asi como hiperreactividad a agonistas colinérgicos y la produccién de 1gG1 e IgE ®.
Aunque la escasez de cepas endogamicas y la falta de reactivos especificos son dos
limitantes en el uso del cobayo como modelo experimental, estos animales exhiben
cambios en la estructura de las vias aéreas similares a los que ocurren en pacientes
asmaticos y han sido ampliamente utilizados en la evaluacién de terapias contra el
asma. Adicionalmente, la anatomia de las vias aéreas del cobayo es muy similar a la del
humano "® % |o que permite extrapolar los resultados obtenidos en la evaluacién de la
funcion pulmonar en el cobayo. En este contexto, el modelo de asma en cobayo ofrece
un atractivo sistema para estudiar los eventos fisiopatoldgicos que originan la alteracion

de la funcion respiratoria en el asma y que resultan en la bronco-obstruccién.
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2. JUSTIFICACION

El asma se caracteriza por episodios recurrentes de sintomas respiratorios asociados a
la bronco-obstruccion. Una de las limitantes en el diagnostico de asma es la variaciéon en
la percepcién, severidad y frecuencia de la bronco-obstruccién, lo que repercute
directamente en el control de la enfermedad y en la calidad de vida del paciente. La
bronco-obstruccion en pacientes asmaticos se ha relacionado directamente con el grado
de inflamacion de las vias aéreas, por lo que la identificacion de marcadores de
inflamacién asociados con la bronco-obstruccion podria contribuir al diagnéstico
adecuado de la enfermedad y asi minimizar el impacto negativo en la calidad de vida del

paciente.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el modelo de asma alérgica en cobayo desarrollado por nuestro grupo de trabajo la
exposicion a OVA inhalada induce dos patrones de respuesta bronco-obstructiva. Un
grupo de cobayos desarrolla una respuesta bronco-obstructiva transitoria tipica del

modelo de asma (cobayos respondedores, R) &

, mientras que alrededor del 20% de
los cobayos no desarrollan una respuesta bronco-obstructiva después de uno o varios
retos con OVA (cobayos no respondedores, NR) (n = 200). Observaciones similares se
han descrito por otros autores en cobayos ¢ y ratones ¥ ®; sin embargo, la falta de
respuesta bronco-obstructiva al alérgeno ha sido un criterio de exclusion en los estudios.
Adicionalmente, algunos pacientes con asma no son capaces de percibir la bronco-
obstruccién ni cuantificar la dificultad respiratoria asociada a las variaciones del flujo de
aire, lo que contribuye a la dificultad en el diagnostico y por lo tanto al retraso en el inicio
de un tratamiento adecuado ®@ %°. Algunos estudios han sugerido que la variabilidad en
la respuesta bronco-obstructiva esta asociada con el grado de inflamacién de las vias

aéreas " 92 9

Probablemente, los patrones de respuesta bronco-obstructiva
observados en nuestro modelo de asma alérgica en cobayo son dependientes de la
presencia y tipo de inflamacién de las vias aéreas. Por ello, en este trabajo examinamos
las caracteristicas inmuno-fisiopatologicas de las vias aéreas de cobayos no

respondedores a OVA.
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4. HIPOTESIS

Si la respuesta bronco-obstructiva inducida por alérgeno estd mediada por mecanismos
inflamatorios, es probable que existan diferencias en la respuesta inmune asociada a la

inflamacion entre los cobayos respondedores y no respondedores al alérgeno.

5. OBJETIVOS

Objetivo general

Analizar la respuesta inmune asociada a la inflamacién de las vias aéreas en cobayos

respondedores y no respondedores al alérgeno.

Objetivos particulares

1. Evaluar la respuesta alérgica en el modelo agudo de asma en cobayo.

1.1 Cuantificar los niveles de IgG1 e IgE especificos para OVA.

1.2 Cuantificar los niveles de mediadores quimicos de la inflamacion: histamina,
tromboxano A; y cisteinil leucotrienos.

1.3 Determinar in vitro la funcionalidad del mdusculo liso en respuesta a
agonistas que inducen su contraccion en cobayos expuestos a OVA.

1.4 Medir el grado de reactividad a la histamina en cobayos expuestos a OVA.
2. Desarrollar un modelo de asma croénica en el cobayo.
2.1 Evaluar la reactividad a la histamina en cobayos del modelo de asma
cronica.
2.2 Cuantificar el grado de fibrosis subepitelial en cobayos expuestos de

manera crénica a OVA.

3. Caracterizar la respuesta inflamatoria en los cobayos del modelo agudo y del

modelo crénico de asma.

3.1 Cuantificar las poblaciones de células inflamatorias infiltradas en LBA
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3.2

3.3

3.4

3.5

Cuantificar los niveles de las citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a
y TGF-1 en sobrenadantes de homogenado pulmonar.

Cuantificar los niveles de las citocinas IL-4, IL-5, IL-10, IL-17A, IFN-y, TNF-a.
y TGF-1 en el LBA.

Medir las citocinas intracelulares IL-10, IL-13, IL-17A, IFN-y y TGF-1 en
células infiltradas en el LBA.

Medir la expresion del ARN mensajero (ARNm) de las citocinas IL-10, IL-13,
IL-17A y TGF-$1 en pulmon.

Analizar el perfil de la respuesta inmune mediada por linfocitos T, €n el LBA de

cobayos expuestos a OVA.

4.1
4.2

4.3

Caracterizar la poblacion de linfocitos en LBA mediante citometria de flujo.
Analizar la fraccion de linfocitos T CD4" dentro de la poblacion de linfocitos
mediante citometria de flujo.

Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos Th1, Th2 y Th17 mediante

citometria de flujo.

Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos Treg en el LBA de cobayos

expuestos a OVA.

5.1
5.2
5.3

Cuantificar las subpoblaciones de linfocitos Tr1 y Th3.

Cuantificar la subpoblacion de linfocitos Treg Foxp3”*

Cuantificar el ARNm de Foxp3® en el pulmoén de los cobayos expuestos a
OVA.
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6. MATERIAL Y METODOS

Animales.

En este estudio se utilizaron cobayos (Cavia porcellus) machos de la cepa HsdPoc:DH
de Harlan México con pesos aproximados entre 350 a 400 g al inicio del protocolo. Los
cobayos se mantuvieron en condiciones convencionales de temperatura, humedad y
alimentacion en el bioterio del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias
“Ismael Cosio Villegas” (INER). Las condiciones consistieron en aire acondicionado
filtrado, una temperatura 21+ 1°C, 50 a 60% de humedad, 12/12 horas de ciclo luz y
oscuridad y cama esterilizada. Los animales se alimentaron con croquetas para cobayo
(Harlan, S.A de C.V.) y agua esterilizada ad libitum. Este proyecto fue aprobado por el

comité ético y cientifico del INER.
Disefio de estudio.

Después del protocolo inicial de sensibilizacién y refuerzo antigénico (Fig. 6) los
cobayos fueron expuestos intermitente a aerosoles de OVA. Se seleccionaron 33
cobayos que mostraron obstruccion de las vias aéreas después del reto con OVA
(respondedores, R) y 35 cobayos que no mostraron una respuesta obstructiva (no
respondedores, NR) desde el primer reto (dia 15). Los cobayos recibieron tres (modelo
agudo) o doce (modelo crénico) retos con OVA que corresponden a los dias 35 o 125,
respectivamente. Los retos fueron aplicados a intervalos de diez dias (Fig. 6). Se
incluyeron 14 cobayos de cada grupo en el modelo agudo y 14 cobayos en el modelo
crénico. En los dias 35 y 125 se evalu6 la reactividad de las vias utilizando curvas
dosis-respuesta a histamina. En el estudio se incluyeron dos grupos sin sensibilizar
(SS) correspondientes a la edad de los cobayos. Estos cobayos recibieron retos con
solucion salina fisiolégica (SSF) e histamina para evaluar la reactividad de las vias
aéreas. Adicionalmente, se incluydé un grupo de cobayos SS (n=6) que no recibid
histamina para evaluar la reactividad de las vias aéreas, éste grupo fue considerado
como el grupo basal para los parametros inflamatorios analizados. Para los estudios en
6rganos aislados y para la cuantificacion de mediadores quimicos (histamina,
tromboxano A; y cisteinil leucotrienos), los cobayos no recibieron curvas a histamina
(SS, n=6; R, n=5 y NR, n=7). Las muestras de LBA, suero y tejido pulmonar fueron
obtenidas inmediatamente después de evaluar la reactividad de las vias aéreas

(grupos inmediatos) o 24 horas después (grupos 24 h) (Fig. 7).
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Figura 6. Esquema de sensibilizacion y administraciéon de los retos con el alérgeno. El modelo de
alergia pulmonar se realizé en cobayos machos de la cepa HsdPoc:DH. El dia 1 se administré a cada
cobayo una suspension que contenia 60 ug de OVA e hidroxido de aluminio. El dia 8 se dio un refuerzo
antigénico con 3 mg/ml de OVA inhalada. El primer reto por nebulizacion se dio el dia 15 con una solucion
de 1 mg/ml de OVA. Los cobayos fueron retados cada diez dias hasta completar tres retos (modelo agudo)
o doce retos (modelo crénico). La reactividad de las vias aéreas se evalu6 en el tercer y doceavo retos.

Las muestras de suero, lavado bronquioalveolar (LBA) y tejido pulmonar se obtuvieron de manera
inmediata 6 24 horas (h) después del reto.
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Figura 7. Diseiio general del estudio. SS, sin sensibilizar; R, respondedor; NR, no respondedor;iB,

indice de bronco-obstruccion;, Rmax, respuesta bronco-obstructiva maxima; LBA, lavado bronquioalveolar;

TXA;, tromboxano A2; CysLTs, cisteinil leucotrienos.

Modelo experimental.

Dia 1: Sensibilizacion antigénica.

El primer dia los animales fueron sensibilizados con OVA por via intraperitoneal (i.p.) y
subdérmica mediante una inyeccion que contenia 0.5 ml de una solucién de OVA (60

pg/ml) Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, E.U.) e hidréxido de aluminio (1 mg/ml) (J.T.
Baker, NJ, E.U.) disueltos en SSF (modificado de Campos G., 2001 **) (Fig. 6).
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Dia 8: Refuerzo antigénico.

El dia ocho se administraron aerosoles de OVA. Los cobayos fueron colocados por
separado dentro de una camara provista de flujo de aire continuo (10 mi/s) y que no
modifica la sefial respiratoria durante el experimento. La OVA fue nebulizada (3 mg/ml
SSF) durante 5 minutos con un nebulizador US-Bennett (flujo de 2 ml/min). Este
nebulizador produce una mezcla de particulas en donde el 44% es menor a 4 ym de
diametro, el 38% de 4 a 10 um y el 18% mayor a 10 um. Cinco minutos antes y durante
una hora posterior al refuerzo antigénico se evalué la funcién pulmonar de los cobayos
mediante pletismografia barométrica para animales en libre movimiento (Buxco
Electronics Inc., Troy, NY, E.U.) (Fig. 8).

Entrada de aire

Amplificador ' | '

| &

Transductor Salida

Figura 8. Representacion esquematica del equipo de pletismografia barométrica para animales en
libre movimiento. El transductor de presion diferencial registra los cambios de presion dentro de la
camara con relacion a la presion atmosférica que es constante. La sefial generada por los transductores

es transferida a un amplificador y posteriormente a una computadora para su procesamiento.

Pletismografia barométrica.

El sistema de pletismografia barométrica esta basado en la medicion directa de las
fluctuaciones de presién que se presentan dentro de una camara y las compara con
una camara de referencia *°. Dichas fluctuaciones se registraron con un transductor de
presion diferencial (SCXL4DN SenSym, Milpitas, CA, E.U.) conectado a un
preamplificador. La sefal generada fue procesada y analizada mediante un programa
de computo (Buxco Biosistem XA v1.1). Este programa fue ajustado para incluir

solamente volimenes corrientes de 1 ml 0 mas con un tiempo minimo espiratorio de 15
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segundos, tiempo inspirado de 3 segundos y una diferencia maxima entre los
volumenes inspirados y expirados del 10%. El ajuste de estos parametros en el
programa se realizé 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. El valor del indice de bronco-obstruccion
(iB) consisti6é en el promedio de 15 segundos de lecturas y de éstas, el promedio de los

ultimos 5 minutos de cada periodo.

El iB refleja el grado de obstruccion de las vias aéreas y se fundamenta en los
cambios de volumen del aire ambiental y del que esta dentro de los pulmones del
cobayo. Durante la inspiracién el aire ambiental se calienta de 25° a 37°C y se
humidifica al 100% una vez que esta dentro de los pulmones. Los sensores de la
camara de pletismografia detectan el cambio en el volumen como un aumento en la
presion en el interior de la camara. Este incremento en la presion es transitorio pues
disminuye conforme el animal exhala el aire, el aire exhalado pierde humedad vy
temperatura rapidamente bajando el volumen del aire dentro de la camara y este
proceso se registra como una disminucion en la presién. Aunque el transductor no
mide directamente los flujos espiratorios e inspiratorios, el programa de la
computadora, previamente calibrado, puede calcular el flujo de manera indirecta
evaluando los cambios de presién durante la inspiracion y la espiracion en el tiempo %

(Fig. 9). Para calcular el valor del iB el programa utiliza la siguiente formula:

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

donde:

iB= indice de bronco-obstruccién

Te= Tiempo total espiratorio (s)

Tr= Tiempo total de relajacion (s)

PFE= Pico de flujo espiratorio (presion pasiva maxima, cmH,0)

PFI= Pico de flujo inspiratorio (presion negativa maxima, cmH,0)
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Figura 9. Parametros medidos en la pletismografia barométrica. Esquema de un ciclo respiratorio
donde se muestra la fase de inspiracion (abajo) y la fase de espiracién (arriba) que explica el calculo de
los parametros en una camara de presion para animales en libre movimiento. Ti, tiempo de inspiracion en
segundos; Te, tiempo de espiracion; PIP, pico de flujo inspiratorio (ml/s); PFE, pico de flujo espiratorio
(ml/s); Tr, tiempo de relajacién en segundos, tiempo en el cual la presion cae un 36% del total de la

presion dentro de la camara durante la espiracion. Modificado de Hamelmann E., 1997 %,

Retos con el alérgeno.

El dia 15 los cobayos sensibilizados recibieron el primer reto con OVA (1mg/ml SSF)
siguiendo el protocolo de pletismografia del refuerzo antigénico. Los siguientes retos
con OVA se administraron cada diez dias en dosis de 0.5 mg/ml de SSF hasta
completar grupos de cobayos con tres (modelo agudo) y doce (modelo crénico) retos
con el alérgeno (Fig. 6). Los cobayos sin sensibilizar solo recibieron SSF durante los

retos. Todos los retos duraron un minuto y el iB fue registrado durante una hora.

Reactividad de las vias aéreas.

La reactividad de las vias aéreas se evalu6 en el dia 35 (modelo agudo) y en el dia 125
(modelo crénico) (Fig. 6) comparando curvas dosis-respuesta a histamina inhalada
antes y después de la administracion de OVA (Fig. 10). Inicialmente se obtuvo el iB
basal y posteriormente se nebulizaron durante un minuto dosis crecientes de histamina

(0.013 - 3.2 mg/ml; Sigma). Para cada dosis se registr6 el iB durante 5 minutos y se
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obtuvo el valor promedio. El intervalo entre cada dosis fue de 10 minutos. La curva
dosis-respuesta se termin6é una vez que la histamina produjo una bronco-obstruccion
que triplicara el iB basal (dosis provocativa 200, DPyq). Posteriormente se esperd a
que la bronco-obstruccion disminuyera a un iB aproximado al 50% del valor basal *° y
se retd durante un minuto con aerosoles de OVA a los cobayos de los grupos
experimentales (0.5 mg/iml SSF), mientras que los grupos sin sensibilizar solo
recibieron aerosoles de SSF. La segunda curva a histamina se realizé tres horas
después del reto con OVA siguiendo el mismo protocolo de la primera curva ¥ (Fig.
10). Para evaluar la reactividad de las vias aéreas se incluyeron dos grupos control sin
sensibilizar (SS). El grupo control 1 recibid tres retos con SSF, mientras que el grupo
control 2 recibi6é dos retos con SSF y en el tercer reto, cuando la reactividad de las vias
aéreas fue evaluada, los cobayos recibieron OVA para demostrar que la

hiperreactividad de las vias aéreas es una respuesta especifica al reto con OVA.

1.5
1.2
2 09 OVA
0.6 ‘
0.3 - ] |
I 3h I
Antes del reto Después del Reto
1.5 1.5 -
1.2 1.2
® 0.9 DP,q @ 09 ——— DPyyq
0.6 0.6 |
0.3 03 'm—=—"y
B 13 18 32 56 72 10 18 32 B 13 18 32 56 7210 18 32
Histamina (pg/ml) Histamina (pug/ml)

Figura 10. Curvas dosis-respuesta a histamina para evaluar la hiperreactividad de las vias aéreas
inducida por el reto con OVA. Dosis provocativa 200, DP2g; iB, indice de bronco-obstruccién;, OVA,

ovoalbumina.

Obtencion de LBA y homogenizacion del tejido pulmonar.

Los cobayos fueron sobredosificados con una inyeccion via i.p. de pentobarbital sédico
(28 mg/Kg) (Pfizer Toluca, México) para inducir paro cardiorrespiratorio.
Posteriormente se realizé una incisién a la altura del cuello y hasta el abdomen, se

retird la piel para exponer la caja toracica y localizar cuidadosamente la traquea. Para
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la obtencion del LBA se realiz6 una incisién en la trdquea para introducir una canula
por donde se administraron 5 ml de SSF estéril mantenida a 37°C. La solucién fue
recuperada lentamente después de un minuto, este procedimiento se repitié y el fluido
obtenido fue mezclado con el primero. La mezcla se centrifugd durante 10 minutos a
1500 rpm y a una temperatura de 4°C en una centrifuga (Hettich-Zentrifuge, Tultlingen,
Alemania), el sobrenadante fue recuperando y almacenado a -70°C en alicuotas de 2
ml que contenian inhibidor de proteasas (PMSF 0.2 mM, Aprotinina 1 mM, Leupeptina
1 mM y Pepstatina A 0.2 mM, todos adquiridos de Sigma) para su posterior analisis. El
sedimento celular se utilizé para el conteo total y diferencial y para los andlisis de

citometria de flujo.

Para la obtencién del homogenado pulmonar el I6bulo inferior derecho se deposité en
una solucién de lisis celular (2 ml por 100 mg de tejido; Tris 2 mM pH 7.4, NaCl 100
mM, EDTA 1 mM vy tritén al 1 %, todos adquiridos de Sigma) que contenia 5 ul de
inhibidor de proteasas. El tejido fue disgregado mecanicamente empleando un
homogenizador de velocidad variable (Polytron modelo PT 3100, Suiza). Las muestras
fueron mantenidas en hielo durante el procedimiento, se midi6 el volumen total y se
separd una alicuota para la determinacién de proteinas totales utilizando el reactivo de
Bradford (Bio-Rad, EIA Drad Reagent, E.U.). El homogenizado se centrifugd durante
30 minutos para separar el sobrenadante y las muestras se almacenaron a -70°C hasta
realizar la cuantificacion de las citocinas. ElI LBA y el sobrenadante del homogenado
pulmonar fueron utilizados para la deteccion de citocinas mediante ELISA de tipo

directo.

Obtencion de suero y deteccion de inmunoglobulinas especificas para
OVA.

Después de obtener el LBA se introdujo un sistema de extraccion de sangre (S-
Monovette, Sarstedt, Alemania) en el ventriculo derecho del cobayo. La sangre
obtenida se agitd6 cuidadosamente por inversién un par de veces. Se obtuvieron
aproximadamente 7 ml de sangre. Para obtener el suero, la sangre se centrifug6 a
2500 rpm durante 15 minutos a una temperatura de 4°C en una centrifuga (Heittich-
Zentrifugue, Tultlingen, Alemania). El suero se almacend en alicuotas a -70°C para
cuantificar inmunoglobulinas mediante ensayo de inmuno-absorcién ligado a enzima
(ELISA).
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Para cuantificar los niveles de IgG1 e IgE especificas para OVA se sensibilizaron
placas de 96 pozos (Costar, Portsmouth, NH, E.U.) con 100 pg/ml de OVA en una
solucion amortiguadora de carbonatos (NaCO; 0.015 M, NaHCO3; 0.035 M, pH 9.6,
todos adquiridos de Sigma) y se incubaron toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se
bloquearon los sitios no especificos con solucién amortiguadora de sales y fosfatos
(PBS) (NaH,PO4 13 mM, Na,HPO, 88 mM (J.T. Baker, Xalostoc, México) y NaCl 150
mM (Sigma); pH 7.2) que contenia 0.05% de Tween 20 (Sigma) (solucién de lavado,
PBS-T) y 1% de gelatina (Bio-Rad, EIA Drad Reagent, E.U.) (solucién de trabajo, PBS-
T 1% gelatina) durante tres horas con agitacion constante y a temperatura ambiente.
Las muestras de suero fueron diluidas 1:20 en la solucion de trabajo y se dejaron
incubando a 37°C durante una hora en agitacion constante. Al termino de la incubacion
se agreg6é a cada pozo 100 ul de la diluciébn de un anticuerpo hecho en conejo
especifico para IgG1 de cobayo conjugado con biotina (1:2000; ICN Biomedicals, Inc) o
de un anticuerpo hecho en cabra especifico para IgE de humano conjugado con
peroxidasa de rabano (1:10000; Sigma) y se incubaron a 37°C durante una hora. Para
la deteccion de la IgG1 especifica se utilizé un conjugado de estreptavidina-peroxidasa
(Sigma) que se incubd a 37°C durante 30 min. Finalmente, se efectud la reaccion
enzimatica utilizando una solucién amortiguadora de citrato de sodio 0.01 M (J.T.
Baker, México) que contenia 1 mg/ml de ortofenildiamino-benzidina (Sigma) y 0.2% de
peréxido de hidroégeno (H;O,) (Merck KGaA, Alemania). Para detener la reaccion se
agregaron 50 pl de acido sulfurico 2 N (H,SO4) (Fermont, Productos quimicos
Monterrey, México). Entre cada incubacioén las placas fueron lavadas seis veces con
200 pl de la solucion de lavado. La absorbancia fue determinada utilizando un lector
colorimétrico automatizado (LabSystems, modelo Multiskan, E.U.) a una longitud de
onda de 492 nm. El suero de los cobayos sin sensibilizar se utiliz6 como control

negativo.

Cuantificacion de los niveles de histamina, tromboxano A, y cisteinyl

leucotrienos.

Tres grupos adicionales de cobayos (SS n=6; R n=5 y NR n=7) (Fig. 7) fueron
expuestos a OVA o SSF para cuantificar los niveles de algunos mediadores quimicos
inflamatorios (histamina, tromboxano A, y cisteinil leucotrienos). En estos cobayos no
se evaluo la reactividad de las vias aéreas para evitar la interferencia de histamina

exbdgena sobre la cuantificacion de este metabolito.
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Cuantificacion de histamina.

Las muestras fueron preparadas de acuerdo al método descrito por la casa comercial
(Bertin Pharma, Francia). Después de colectar el LBA, la histamina se extrajo utilizando
acido perclorico 0.1 M (J.T. Baker, México) y las muestras fueron neutralizadas con
hidréxido de sodio 1 M (NaOH) (J.T. Baker, México). El inmunoensayo enzimatico esta
basado en la competencia entre la histamina y el conjugado acetilcolistenerasa-

histamina por un anticuerpo especifico para el metabolito.

Las muestras de LBA se colocaron en un volumen de 200 ul en tubos de polipropileno
y se afiadieron 50 ul de la solucién de derivatizacion, este proceso incrementa la
afinidad de la histamina por el anticuerpo y por lo tanto, incrementa la sensibilidad del
ensayo. Posteriormente 100 ul de las muestras se colocaron en los pozos de la placa
de ensayo premarcadas con el anticuerpo especifico para histamina y se incubaron
durante 24 h a 4 °C. Los pozos fueron lavados cinco veces con 300 ul de la solucién de
lavado y se anadieron a cada pozo 200 ul del reactivo de Ellman, el sustrato
enzimatico de la acetilcolistenerasa y cromégeno. La placa se incubé durante dos
horas en agitacion, a temperatura ambiente y en oscuridad. La intensidad del color fue
determinada en un lector colorimétrico automatizado (LabSystems, modelo Multiskan,
E.U.) a una absorbancia de 405 nm. Para la curva estandar se colocaron 100 ul de las
diluciones que contenian 50, 25, 12.5, 6.25, 3.13, 1.56, 078 y 0.39 nM/ml de histamina
y se incluyeron pozos control que contenian uUnicamente el diluyente de la curva
estandar. Cada muestra se analiz6 por duplicado y la intensidad del color fue
proporcional a la cantidad del conjugado acetilcolistenerasa-histamina unido a la placa

e inversamente proporcional a la cantidad de histamina libre en cada pozo.

Cuantificacion de tromboxano A..

El tromboxano A; (TXA;) es un metabolito que se hidroliza rapidamente para formar
tromboxano B, (TXB;) por ello, cuantificamos TXB; como un indicador de TXA;. Las
muestras de LBA fueron tratadas de acuerdo al procedimiento descrito por el paquete
comercial para el inmunoensayo enzimatico (EIA, Cayman Chemical Company, E.U.).
El ensayo esta basado en la competencia entre el TXB, y el conjugado
acetilcolistenerasa-TXB; por un antisuero de conejo especifico para el TXB,. Debido a
que la concentracion del conjugado es constante y la concentracion del TXB, es

variable, la cantidad del conjugado que se une al antisuero es inversamente

27



proporcional a la concentracién de TXB,. El complejo antisuero-TXB, se une a un
anticuerpo monoclonal anti-conejo unido previamente a los pozos. La placa se lava
para remover los reactivos no unidos y con el reactivo de Ellman, que contiene el
sustrato de la acetilcolistenerasa, se desarrolla la reaccion enzimatica. La intensidad
del color es proporcional a la cantidad del complejo acetilcolistenerasa-TXB, unido al

pozo e inversamente proporcional a la cantidad de TXB:;libre.

En cada pozo se colocaron 50 ul de las muestras de LBA, 50 ul del conjugado
acetilcolistenerasa-TXB, y 50 ul del antisuero. La placa se incub6é durante 18 h a
temperatura ambiente y posteriormente se lavd cinco veces con 300 ul de la solucion
de lavado. Finalmente, se afiadieron a cada pozo 200 ul del reactivo de Ellman y la
placa se incub6 durante una hora en agitacién, a temperatura ambiente y en oscuridad.
La intensidad del color fue determinada en un lector colorimétrico automatizado a una
absorbancia de 405 nm. Para la curva estandar se colocaron 100 ul de las diluciones
que contenian 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3, 15.6 y 7.8 pg/ml de TXB, y se

incluyeron pozos control que contenian unicamente el diluyente de la curva estandar.

Cuantificacién de cisteinyl leucotrienos.

Las muestras de LBA fueron tratadas de acuerdo al procedimiento descrito por el
paquete comercial (Cayman Chemical Company, E.U.). Este ensayo se basa en la
competencia entre cisteinil leucotrienos (CysLTs) y el conjugado acetilcolistenerasa-
CysLTs por un anticuerpo monoclonal especifico para CysLTs de manera similar que

en la cuantificacion de TXB..

En cada pozo se colocaron 50 ul de las muestras de LBA, 50 ul del conjugado
acetilcolistenerasa-CysLTs y 50 ul del anticuerpo monoclonal. La placa se incubo
durante 2 h a temperatura ambiente y en agitacion. Posteriormente, la placa se lavd
cinco veces con 300 ul/pozo de la solucién de lavado. Finalmente, se afadieron a cada
pozo 200 ul del reactivo de Ellman y la placa se incubé durante una hora en agitacion,
a temperatura ambiente y en oscuridad. La intensidad del color fue determinada en un
lector colorimétrico automatizado a una absorbancia de 405 nm. Para la curva estandar
se colocaron 100 ul de las diluciones que contenian 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.3,
15.6 y 7.8 pg/ml de CysLTs y se incluyeron pozos control que contenian unicamente el

diluyente de la curva estandar.
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Estudio en érganos aislados.

Las traqueas de cobayos SS, R y NR fueron removidas y colocadas en una caja de
Petri con solucion Ringer Krebs (118 mM de NaCl, 25 mM de NaHCO3, 4.6 mM de KCI,
1.2 mM de KH,PO,4, 1.2 mM de MgSO, y 11 mM de glucosa, todos adquiridos de
Sigma) a temperatura ambiente. El tejido conjuntivo fue removido cuidadosamente y se
obtuvo un anillo traqueal de longitud aproximada de 5 mm utilizando un microscopio
estereoscopico (Kart Zeisz, Alemania). El anillo traqueal fue suspendido en una
camara de 6rganos aislados que contenia 5 ml de solucion Ringer Krebs. A esta
solucién se le administr6 1 yM de indometacina (Sigma) para evitar la sintesis de
prostaglandinas endégenas. Adicionalmente, la solucién fue continuamente burbujeada
con una mezcla de 95% de O, y 5% de CO, a 37 °C. Posteriormente, las traqueas se
mantuvieron en equilibrio por un periodo de una hora a una tensién de 1 g. La tension
fue registrada con un transductor de tension isométrica (Grass FT03, Grass
Instruments, CA, E.U.). Para obtener los datos y registros de la contraccién del
musculo liso traqueal se utilizo el software de Axon Instruments, Inc. (Foster City, CA).
Cada anillo traqueal fue estimulado con KCI 60 mM (Sigma) tres veces hasta obtener
una respuesta maxima estable y establecer la viabilidad del tejido. Posteriormente se
administré 3.74 pg/ml de OVA durante 20 minutos y se lavd la OVA. Finalmente, las
traqueas fueron estimuladas con histamina (10 yM) (Sigma); U46619 (10 nM) (Tocris,
Bristol, UK), un mimético estable del tromboxano A,, y leucotrieno D4 (1 yM) (Sigma).
Cada farmaco se administré durante 20 minutos y los tejidos fueron lavados con

solucion Ringer Krebs entre cada estimulo.

Histologia convencional y analisis morfométrico automatizado.

Una vez que el suero fue obtenido se diseco el I6bulo inferior izquierdo del pulmén y se
prefundié con paraformaldehido al 4% (Electron Microscopy Sciences, E.U.) para
posteriormente incluir secciones sagitales del tejido en parafina. Algunas secciones de
4 um de grosor se tifieron con la técnica tricromica de Masson en el laboratorio de
Patologia del INER. La tincion tricromica de Masson se utiliza para diferenciar las fibras
de colagena del tejido muscular. Todas las secciones tefiidas fueron examinadas y
medidas utilizando un microscopio de luz con analizador de imagenes (Leica
Microsystems, Cambridge, U.K.). Las muestras se codificaron y las regiones a medir se
eligieron al azar. El area de la mucosa subepitelial de 6 bronquios y 6 bronquiolos
fueron determinadas en micras cuadradas usando morfometria automatizada (Leica

Qwin Image Analyzer, Leica Microsystems, Cambridge, U.K.). Los bronquios y
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bronquiolos fueron identificados por la presencia o ausencia de cartilago en la pared de

las vias aéreas, respectivamente.

Conteo celular total y diferencial.

El sedimento celular obtenido en el LBA se resuspendié con 1 ml de SSF. El numero
total de células se establecié tomando 10 ul de la suspension celular que se colocaron
en 40 pl de azul de Tripan al 0.4% (Sigma). La muestra se deposité en una camara de
Neubauer para realizar el conteo directo de las células en 25 cuadros. El valor obtenido
se multiplicé por el factor de dilucion y por el factor de la camara (10,000) expresado
como el numero de células por mililitro de LBA. El volumen celular se ajustd hasta
obtener 1X10° células/ml adicionando SSF y de esta solucién se tomaron 50 pl que se
centrifugaron a 850 rpm durante 5 minutos para obtener un boton celular que fue
tefiido con la técnica de Romanowsky para realizar conteo diferencial. Esta tincion se
realizé utilizando una mezcla de violeta y azul de metileno con eosina (Laboratorios
Wescor, Hematology Reagent ABC, E.U.) mediante la que se tifien los ndcleos y
granulos de neutréfilos en purpura, granulos de eosinéfilos en rosa-naranja y eritrocitos
en rosa. Se contaron un minimo de 200 células, sin incluir eritrocitos, con un

microscopio de luz (Olympus, Provis AX-70, Japdn) en un aumento 100X.

Deteccion de citocinas por ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima.

Las placas de 96 pozos (Costar, Portsmouth, NH, E.U.) fueron incubadas durante toda
la noche a 4 °C con 100 ul de LBA sin diluir o 100 ul de sobrenadante del
homogenado pulmonar diluido 1:10 en solucién amortiguadora de carbonatos. El
volumen de las placas fue decantado y los pozos fueron lavados con la solucién de
lavado (PBS-Tween 0.05%). Los sitios inespecificos fueron bloqueados durante 3
horas a 37°C con la solucion de trabajo que contenia 1% de albumina bovina fraccion
V (Sigma) en PBS-Tween. Posteriormente se colocaron 100 pl de la dilucion del
anticuerpo de deteccion para cada citocina. IFN-y, IL-4; IL-17A, TGF-1, TNF-a (R&D,
Systems lcn. Mineapolis, E.U.), IL-5, IL-10 (BD, Bioscences, San Diego CA, E.U.). Se
utilizé6 un anticuerpo secundario (anti-lgG1 de cabra acoplado a peroxidasa, Sigma;
anti-lgG2a de rata acoplado a peroxidasa, Thermo Scientific) o un complejo
estreptavidina-peroxidasa (Sigma) segun el anticuerpo primario. Finalmente se agregd
una solucién amortiguadora de citrato de sodio 0.01 M que contenia 1 mg/ml de
ortofenildiaminobencilina y 0.2% de H,0O,. La reaccion se detuvo con 50 pl por pozo de

H,SO,. Entre cada incubacioén las placas fueron lavadas seis veces con 200 pl de PBS-
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Tween. La absorbancia se midié6 a 492 nm en un lector colorimétrico automatizado.
Cada muestra se analiz6 por duplicado y se realizaron tres experimentos
independientes para cada citocina. Para la cuantificacion de TGF-$1 las muestras
fueron activadas con acido clorhidrico 20 mM (HCI) (Fermont, Productos quimicos
Monterrey, México) y neutralizadas con NaOH 1.2 N - HEPES 0.5 M *. Las lecturas
obtenidas corresponden a los niveles totales de TGF-31 bioactivo. La concentracién de
cada citocina fue calculada a partir de la interpolacién de la absorbancia de curvas

estandar con las citocinas recombinantes.

Tinciéon de marcadores de superficie y citocinas intracelulares.

Para la tinciéon de citocinas intracelulares se utiliz6 un protocolo de permeabilizacién
celular con Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Las células obtenidas del LBA se
lavaron con una solucién de lavado que contenia PBS, 2% suero fetal bovino (Gibco,
E.U.) y 0.02% de azida de sodio (Spectrum Quality, Inc, E.U.). El volumen se ajusté a
1x10° células/ml y las células fueron estimuladas durante cuatro horas a 37 °C en 1 ml
de medio RPMI suplementado (Gibco, E.U.), brefeldina A (5 pg/ml; Sigma), forbol 12-
miristato 13-acetato (PMA, 10 ng/ml; Sigma) y ionomicina (1ug/ml; Sigma). Al termino
de la incubacion las células se lavaron y se colocaron en placas de 96 pozos de fondo
concavo. Para evitar la union inespecifica de los anticuerpos, se bloquearon los
receptores Fc utilizando suero de cobayo al 10% en solucion de lavado durante 30
minutos a 4 °C. Para la tincion de membrana las células fueron incubadas con los
anticuerpos anti-CD4 (CT7) conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC) (AbD
Serotec, E.A.), anti-PAN T (CT5) conjugado con aloficocianina (APC) (AbD Serotec) y
anti-CD25 APC (BD Biosciences) durante 30 minutos, a 4 °C y en oscuridad. A
continuacion las células fueron lavadas dos veces, fijadas y permeabilizadas con la
solucién comercial de fijacidbn/permeabilizacién (BD Biosciences, E.U.) durante 20
minutos, a 4 °C y en oscuridad. Las células permeabilizadas fueron incubadas con
anticuerpos para IFN-y APC (BD Biosciences), IL-13 APC (BioLegend, E.A.), IL-17A
conjugado con ficoeritrina (PE) (BD Biosciences), IL-10 PE (BD Biosciences) y TGF-1
PE (R&D Systems) durante 30 minutos, a 4 °C y en oscuridad. Después de lavar, las

células fueron fijadas con 500 pl de paraformaldehido al 1%.

Tincién para FoxP3.

La tincion del factor de transcripcion Foxp3 se realizé utilizando el protocolo

recomendado por el proveedor (eBioscience, E.U.). Una vez que se realizd la tincion
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con los marcadores de superficie (CD4, PAN T y CD25), las células se se fijaron y
permeabilizaron con la solucién comercial Fix/Perm (Treg Staining Kit, eBioscience,
E.U.) durante tres horas a 4 °C y se lavaron con medio de permeabilizacion (Perm
Buffer, eBioscience, E.U.). Finalmente se anadi6 el anticuerpo anti-Foxp3 conjugado a

PE-Cy5 (eBioscience, E.U.) durante 30 minutos a 4 °C en medio de permeabilizacion.

Citometria de flujo.

Las muestras fueron capturadas mediante un citdmetro de flujo FACSCalibur (BD
Biosciences) utilizando el programa CellQuestPro versién 5.1.1 (BD Biosciences). Para
el analisis de las células T reguladoras se adquirieron 10 000 células por cada muestra
de la regién CD4'CD25", para el andlisis de las citocinas intracelulares se adquirieron
10 000 células de la poblacién total. El analisis de datos se realiz6 con el programa
FlowJo (version 8.7). La poblacién linfoide fue seleccionada a partir del tamafio y
granularidad celular y de los marcadores especificos para linfocitos T, PAN T y CD4.
Los linfocitos presentan un tamafo y granularidad baja en comparacién con otras
poblaciones celulares que se encuentran en el LBA, como macréfagos y granulocitos.
Los porcentajes obtenidos se relacionaron con el numero de células totales infiltradas

en el LBA y los datos se reportaron como numero de células por mililitro de LBA.

Extracciéon de ARN de tejido pulmonar.

La extraccion de ARN se realizé mediante un sistema comercial basado en columna
(RNeasy Mini Kit, Qiagen, Maryland, E.U.). Los tejidos congelados fueron macerados
en condiciones de esterilidad y con material libre de ARNsas. Treinta miligramos de
tejido pulmonar fueron homogenizados en 350 pl de la solucion comercial RLT
(Qiagen) que contiene tiocioanato de guanidinio y se adicionaron 350 pl de etanol al
70%. La mezcla se colocd en una columna y se centrifugd durante cinco minutos a 4
°C, se elimin6 el liquido en el tubo colector y se agregaron 700 ul de la solucion
comercial RW1 (Qiagen) que contiene etanol. Posteriormente se centrifugd durante
cinco minutos a 4 °C y se eliminé el liquido del tubo colector, se adicionaron 500 pl de
la solucion comercial RPE (Qiagen) que contiene hidrocloruro de guanidinio, se
centrifugd durante cinco minutos a 4 °C y la columna se transfiri6 a un tubo colector
nuevo. Se adicionaron 50 ul de agua libre de ARNsas en la columna y se centrifugd
durante cinco minutos a 4 °C. En el tubo de recoleccién se obtuvo el ARN. La cantidad
de ARN fue evaluada por medio de espectrofotometria (260/280 nm) y la integridad se

verificd mediante electroforesis en geles de agarosa.
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Tratamiento con ADNsa l.

El ARN fue tratado para eliminar los restos de ADN utilizando desoxirribonucleasa |
(Invitrogen). Las muestras se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente
con una solucién que contenia tris (hidroximetil) aminometano - acido clorhidrico (Tris-
HCI) 200 mM (BioRad, E.U.), cloruro de magnesio (MgCl,) 20 mM (Merck, México) y
cloruro de potasio (KCI) 500 mM (Sigma); 1U de ADNsa | y agua libre de ARNsas por
cada microgramo de ARN en las muestras. Después de la incubacion se inactivé la
ADNsa | con 1 ul de EDTA (Sigma) a 65 °C.

Sintesis de ADN complementario.

Para obtener el ADN complementario (ADNc) se utilizé un sistema comercial y se
sigui6 el protocolo recomendado por el fabricante (Omniscript Reverse Transcriptase;
Qiagen) A cada mezcla de reaccién se agregaron 5 ug de ARN, Oligo dT (500 pg/mil;
Promega, E.U.), dinucleoétidos trifosfato (5 mM; Qiagen) y agua libre de ARNsas, la
mezcla se calent6é a 65 °C durante 5 minutos para desnaturalizar las cadenas de ARN
y se llevaron a hielo. Posteriormente se adicionaron 4 pl del amortiguador para la
enzima 10X (Qiagen) y se incub6 durante 2 minutos a 37 °C. Se agreg6 la enzima
reverso transcriptasa (4 U/ul; Qiagen) y se incub6 durante 50 minutos a 37 °C. Al

termino de la incubacién se inactivé la reaccion calentando a 70 °C durante 15 minutos.

Disefo de los oligonucleétidos.

Se accedi6 a la secuencia de ARN mensajero (ARNm) y regiones de los exones de las
citocinas IL-13, IL-17A, IL-10, TGF-R1 de cobayo en www.ensemble.com y se utiliz6 el
programa Primer Express (Applied Biosystems, E.U.) para disefiar los oligonucleétidos
sentido y antisentido. Los oligonucledétidos (Tabla 2) fueron seleccionados bajo las
siguientes condiciones: longitud entre 19 y 25 nucleétidos, contenido de G - C 40 a
60%, valor de Tm = 60 °C y evitando complementariedad de 2 o 3 bases en el extremo

3’ de los pares de oligonucleétidos para reducir la formacién de dimeros.
RT-PCR en tiempo real.
Para cuantificar la expresion del ARNm de las citocinas y del factor de transcripciéon

Foxp3 se utiliz6 1 ug de ADNc por muestra y el reportero SYBR Green (RealQ PCR

Master Mix kit; Ampligon, Dinamarca). Se utilizd6 un termociclador ABI Prism 7000
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(Applied Biosystems, E.U.) y para la reaccion se utilizaron placas con cubiertas 6pticas
(Applied Biosystems). Los oligonucleétidos especificos para cada citocina se
mencionan en la tabla 2. Como control negativo se utilizé la mezcla de amplificacion
sustituyendo la muestra por agua libre de RNAsas y cada muestra se analizé por
duplicado. El contenido de ADNc se normalizé sustrayendo el numero de copias del
gen endoégeno HPRT del numero de copias del gen de interés (ACt=Ct del gen de

interés-Ct del gen HPRT). La expresiéon de cada gen se calcul6 utilizando la férmula 2 -
ACt

Tabla 2. Oligonucleétidos disefiados para amplificar las proteinas de interés

Sentido Antisentido
HPRT AGGACTGAAAGGCTTGCTCG ACAATGTGATGGCCTCCCA
IL-13 GGATCAGAAGAACCCGCTCT AGGTTCACGCTCCACACCAT
IL-17A TCAATGTTCCGATCATTGCTG CCTGCCTTCACTGTAGCCATC
IL-10 CGGTGGAGCAGGTGAAAAATA AGACGCCTTTCTCTTGGAGCT
TGF-B ATGGTGGACAACAGCCACAAT TGTGTGCGACAGTCTCAATGC
Foxp3 CTTTTCCTTCAAGGCCCGA CTGGCCACGTTGATTCCAG

Analisis estadistico.

La reactividad de las vias aéreas a la histamina fue evaluada mediante la dosis
provocativa 200% (DPzq0), i.e., la dosis de histamina interpolada que causa que se
triplique el iB basal. Todos los valores fueron calculados con el programa GraphPad
Prism (GraphPad Software, versién 5.0a). Los datos fueron analizados con la prueba
de Shapiro-Wilk para determinar si tenian una distribucion normal. Los valores
descriptivos de las variables fueron expresados como la media * el error estandar de la
media. Las comparaciones entre los grupos basal, SS, R y NR se evaluaron mediante
analisis de varianza (ANOVA), de una y dos vias, seguida por las pruebas de
comparaciones multiples de Tukey o Bonferrioni, respectivamente. Las comparaciones
entre grupos inmediatos y 24 horas, asi como entre el modelo agudo y el modelo
croénico se evaluaron con una prueba no pareada de t de Student. En todos los casos

las significancias se establecieron con una p<0.05.
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7. RESULTADOS

7.1 La administracion de OVA induce el incremento de IgG1-especifica

pero no de IgE-especifica en cobayos no respondedores al alérgeno.

Ha sido bien establecido que los cobayos producen anticuerpos homocitotrépicos de la
clase IgG1 e IgE durante las reacciones alérgicas *°. Para determinar si los cobayos se
encontraban sensibilizados a la OVA, cuantificamos los niveles de IgG1 e IgE en suero
mediante ELISA. Los niveles de IgG1 especifica para OVA fueron similares en los
cobayos de los grupos respondedor (R) y no respondedor (NR) y significativamente
mayores al grupo sin sensibilizar (SS) (p<0.001, n=6; Fig. 11). Los niveles de IgE
especifica para OVA fueron mayores en los cobayos del grupo R en comparacion con
los grupos SS y NR (p<0.001, n=6; Fig. 11).
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Figura 11. Niveles de IgG1 e IgE especificos para OVA en suero de cobayos. Los simbolos
corresponden a las medias, * error estandar de la concentracion de IgG1 e IgE especificas para OVA
expresadas como la absorbancia a 492 nm en cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR), n=6 cobayos por cada grupo; *p<0.001, ANOVA de una via y prueba de
comparaciones multiples de Tukey.

7.2 Los cobayos no respondedores al alérgeno no secretan histamina y
tromboxano A;, pero si son capaces de responder a estos

mediadores in vitro.

La bronco-constriccion durante el asma esta mediada por la liberacién de histamina y
metabolitos derivados del acido araquidénico, como prostaglandinas, tromboxanos vy

cisteinil leucotrienos, después de la activacion de células cebadas y baséfilos
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dependiente de IgE e IgG1 '®. Para determinar si estos productos celulares se estan
secretando durante la respuesta alérgica en los cobayos expuestos a OVA,
cuantificamos los niveles de histamina, tromboxano A, (medido como tromboxano By) y
cisteinil leucotrienos en el LBA. Los niveles de histamina, tromboxano B, y cisteinil
leucotrienos no fueron diferentes entre los cobayos del grupo SS y el grupo NR. Los
niveles de histamina fueron significativamente mayores en el grupo R en comparacion
con el grupo SS y el grupo NR (p<0.01 y p<0.05, respectivamente; Fig. 12). Los niveles
de tromboxano A; fueron significativamente mayores en el grupo R en comparacion
con el grupo SS (p<0.05; Fig. 12). Los niveles de cisteinil leucotrienos no fueron

diferentes entre los grupos.
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Figura 12. Niveles de histamina, tromboxano B: y cisteinil leucotrienos en LBA de cobayos
expuestos a OVA. Los simbolos representan la concentracion de histamina, tromboxano A, (TXA2) y
cisteinil leucotrienos (CysLTs) por cada cobayo y las barras corresponden a las medias de la
concentracion por cada grupo. Cada muestra se analiz6 por duplicado y los resultados se expresaron en
nanomolar por mililitro (nM/ml) para histamina y en picogramos por mililitro (pg/ml) para TXAz y CysLTs a
partir de curvas patron. ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey, *p<0.05 y

**p<0.001. SS, sin sensibilizar; R, respondedor; NR, no respondedor.

Para determinar si la ausencia de respuesta bronco-obstructiva en los cobayos NR al
reto con OVA se debe a que no hay liberacion de mediadores que estimulen la
contraccién del musculo liso de las vias aéreas o a que el musculo liso no es funcional,

las traqueas de los cobayos fueron expuestas in vitro a OVA, histamina, U46619 (un
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mimético estable del tromboxano A;) y leucotrieno D,4. La OVA indujo la contraccion de
las traqueas de los cobayos R y NR. Sin embargo, las traqueas de los cobayos NR
tuvieron una respuesta significativamente mas pequefia que los cobayos del grupo R
(p<0.05; Tabla 3). La administracion de histamina, U46619 y leucotrieno D, indujo una

contraccion similar en las traqueas de todos los grupos de cobayos (Tabla 3).

Tabla 3. Respuesta maxima in vitro (g) a OVA, histamina, U46619 y leucotrieno D,

en traqueas de cobayos.

OVA Histamina U46619 LTD,
(3.74 pg/ml) (10 pM) (10 nM) (1 pM)

Sin sensibilizar 0.12+0.04 1.1+04 1.06 £ 0.19 0.56 + 0.08
(n=7) (n=7) (n=6) (n=86)

Respondedor 1.6 +£0.48 19205 0.98 £0.05 0.53+0.05
(n=10) (n=10) (n=3) (n=86)

No respondedor 0.15+0.08 1.4+0.6 1.34 £0.28 0.56 £+ 0.07
(n=7) (n=7) (n=16) (n=6)

§p<0.05, prueba no pareada de t de Student

7.3 La hiperreactividad de las vias aéreas puede ocurrir en cobayos no

respondedores al alérgeno.

En estudios previos realizados por nuestro grupo de trabajo se ha descrito que los
cobayos R desarrollan hiperreactividad a la histamina 3 %. Para determinar si existian
diferencias en la funciéon pulmonar entre los cobayos R y NR al alérgeno, evaluamos la
reactividad de las vias aéreas a histamina inhalada en el tercer reto con OVA. Se
compararon curvas dosis-respuesta a histamina antes y después del reto. Las curvas
fueron terminadas una vez que los cobayos alcanzaron la dosis provocativa 200
(DP2g) es decir aquella dosis que triplicé el valor basal del indice de bronco-
obstruccién (iB). El cociente DPyyy post-reto/DPygo pre-reto representa el grado de
reactividad de las vias aéreas. Valores menores a uno indican que la DPyqq post-reto
fue menor a la DPyy pre-reto, lo que representa un incremento en la reactividad de las
vias aéreas o hiperreactividad. Valores mayores a uno indican que la DPyy post-reto
fue mayor a la DPyy pre-reto, lo que representa una disminuciéon en la reactividad de

las vias aéreas o hiporreactividad. En el estudio se incluyeron dos grupos control SS.
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Al grupo control 1 Gnicamente se le administr6 SSF, mientras que al grupo control 2 se
le administr6 SSF y en el tercer reto se le administr6 OVA para demostrar que la
hiperreactividad de las vias aéreas es una respuesta especifica a la sensibilizacién con
OVA. EIl cociente de la DPygg post-reto/DP,q pre-reto fue menor a uno en los grupos R
y NR, mientras que en los grupos control SS fue mayor a uno, indicando que los
cobayos R y NR son hiperreactores (Fig. 13). El incremento en la reactividad de las
vias aéreas fue estadisticamente significativo en los grupos R y NR en comparacién
con los grupos control SS (p<0.01, n=6; Fig. 13). No hubo diferencia significativa en la

reactividad de las vias aéreas entre los grupos Ry NR (Fig. 13).
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Figura 13. Reactividad de las vias aéreas a histamina antes y después del reto con OVA en cobayos
sensibilizados. La grafica muestra el cociente de la dosis provocativa 200 (DP2y) de cobayos
respondedores (R), no respondedores (NR) y grupos control. Los grupos control corresponden a cobayos
sin sensibilizar (SS). Los cobayos del grupo control 1 fueron retados Unicamente con SSF y los cobayos
del grupo control 2 fueron retados con OVA en el dia 35. La linea discontinua en el centro de la grafica
sefiala el limite entre hiporreactividad (valores mayores a 1) e hiperreactividad (valores menores a 1). Las
barras corresponden a las medias, + error estandar de n=6 cobayos en cada grupo; *p<0.01, ANOVA de

una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. n.s., no significativo.

7.4 Modelo de asma crénica en cobayo.
Para evaluar la respuesta bronco-obstructiva, la funcion pulmonar y los cambios en la

estructura de las vias aéreas inducidos por el reto cronico con el alérgeno, los cobayos

fueron expuestos a doce retos con OVA. En cada reto se cuantificd la respuesta
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bronco-obstructiva inducida por OVA y en el doceavo reto se evalu6 la reactividad a

histamina y los cambios histolégicos en las vias aéreas.

7.41 La exposicion cronica a OVA induce dos patrones de respuesta

bronco-obstructiva.

Los valores maximos (Rmax) del indice de bronco-obstruccion (iB) observados en el
primer reto con OVA (dia 15) fueron similares a los observados en el segundo y hasta
el doceavo reto (dia 25 hasta dia 125; Fig. 14). La Rmax en cada reto fue
significativamente mayor en los cobayos del grupo R en comparacién con los grupos
SS y NR (p<0.01; Fig. 14). La Rmax fue similar en los grupos SS y NR a lo largo de los
retos (Fig. 14).
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Figura 14. Respuesta bronco-obstructiva maxima inducida por el reto con OVA en cobayos
sensibilizados. Los valores fueron obtenidos en cada grupo como la media del indice de bronco-
obstruccion (iB) maximo (Rmax) registrado durante la primera hora después del reto con OVA. Los
cuadros negros corresponden a cobayos que tuvieron respuestas 2200% del iB basal (Respondedores,
R). Los cuadros grises corresponden a cobayos con respuestas <200% del iB basal (No Respondedores,
NR). Los cuadros blancos corresponden a cobayos sin sensibilizar (SS) que Unicamente recibieron
solucioén salina fisiolégica (SSF) durante los retos. Los simbolos representan las medias, * error estandar
de n=8 cobayos por cada grupo; *p<0.01, ANOVA de dos vias y prueba de comparaciones multiples de

Bonferrioni.
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7.4.2 Los cobayos no respondedores al reto créonico con OVA no

desarrollan hiperreactividad de las vias aéreas.

Para determinar si habia diferencias en la funcién pulmonar entre los grupos de
cobayos del modelo agudo y del modelo crénico, evaluamos la reactividad de las vias
aéreas en el tercer (dia 35) y doceavo (dia 125) retos con OVA comparando curvas
dosis-respuesta a histamina antes y después del reto con OVA. En los grupos SS del
modelo agudo (dia 35) y del modelo crénico (dia 125) la DP,gg pre-reto de histamina
no fue diferente de la DP,yo post-reto. En los grupos R y NR del modelo agudo (dia 35)
se observd una disminucion significativa del cociente de la DP,y en comparacion con
el grupo SS (p<0.01, n=8; Fig. 15), lo que indica que los cobayos R y NR del modelo
agudo son hiperreactores. En el modelo crénico (dia 125) el cociente de la DP5y fue
significativamente menor en el grupo R en comparacién con el grupo SS (p<0.01, n=8
;Fig. 15), mientras que en el grupo NR el cociente de la DPyy no fue diferente del
grupo SS (Fig. 15), lo que implica una reduccién en la reactividad de las vias aéreas en
los cobayos del grupo NR del modelo crénico en comparacion con el grupo NR del
modelo agudo (p<0.05, n=8; Fig. 15).
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Figura 15. Reactividad de las vias aéreas a histamina en cobayos del modelo agudo y del modelo
crénico. La grafica muestra el cociente de la dosis provocativa 200 (DP2go) de cobayos respondedores
(R), no respondedores (NR) y sin sensibilizar (SS). La linea discontinua en el centro de la grafica sefiala el
limite entre hiporreactividad (valores mayores a 1) e hiperreactividad (valores menores a 1). Las barras
corresponden a las medias, + error estandar de n=8 cobayos en cada grupo; *p<0.01, ANOVA de una via

y prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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7.4.3 La fibrosis de las vias aéreas puede ocurrir en ausencia de
respuesta bronco-obstructiva en cobayos expuestos de manera

cronica a OVA.

Los cambios en la estructura de las vias aéreas ocurren como resultado de la
inflamacién cronica durante el desarrollo de asma. Estos cambios incluyen la
deposicién de proteinas de matriz extracelular en la mucosa subepitelial. En este
estudio evaluamos el efecto de la estimulacion crénica con OVA (12 retos; modelo
crénico) en la estructura de las vias aéreas de cobayos sensibilizados. Las secciones
de pulmén fueron tefiidas con la tincion tricrdmica de Masson para diferenciar las fibras
colagena del tejido muscular. En la figura 16 se muestra la acumulaciéon de colagena
como bandas continuas en azul, mientras que las capas de musculo liso se muestran
en color rojo. En los paneles superiores se muestra una vista panoramica de las vias
aéreas y en los paneles inferiores se muestra la magnificacion de estos bronquiolos.
En los cobayos del grupo SS (Fig. 16A y B) se observd una delgada capa de fibras de
colagena en la regiéon subepitelial, mientras que en los cobayos R (Fig. 16C-D) y NR
(Fig. 16E-F) se observo una fuerte coloracién azul en estructuras subepiteliales, la
mucosa subepitelial tenia pocas células y estaba compuesta principalmente por tejido
fibroso. Mediante anadlisis morfométrico automatizado se cuantificaron las areas
positivas para colagena en las secciones de pulmén de los cobayos. En el grupo SS se
encontraron areas similares de colagena en la mucosa subepitelial de bronquios y
bronquiolos (Fig. 16G). En los grupos R y NR se observé un incremento
estadisticamente significativo de las areas positivas para colagena en la mucosa
subepitelial de los bronquiolos en comparacién con el grupo SS (p<0.01, n=5; Fig.

16G). Los bronquios no mostraron modificaciones en la mucosa subepitelial.
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Figura 16. Caracteristicas histologicas representativas de la mucosa subepitelial en cobayos
expuestos a doce retos con OVA (modelo cronico). (A) Seccién de pulmén de un cobayo sin
sensibilizar (SS) que muestra un bronquiolo tefiido mediante la técnica tricromica de Masson. (B)
Magnificacion que muestra pequefias cantidades de fibras de colagena en la capa adventicia (flecha). (C)
Seccién de pulmén que muestra el bronquiolo de un cobayo respondedor (R). (D) Magnificacion que
muestra fibrosis en la mucosa subepitelial (flecha). (E) Bronquiolo de un cobayo no respondedor (NR). (F)
Magnificacion que muestra fibrosis alrededor del bronquiolo y que se extiende hacia el musculo liso
(flecha). La escala de las barras corresponde a 50 ym (A'y C), 10 ym (B, D, F) y 30 um (E). (G) Andlisis
morfométrico automatizado de la mucosa subepitelial de bronquiolos (barras blancas) y bronquios (barras
negras). Las areas con fibrosis se muestran en azul y fueron ajustadas al perimetro de la membrana basal.
Las barras corresponden a las medias, + error estandar de n=5 cobayos por cada grupo; *p<0.01, ANOVA
de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey. MSE, mucosa subepitelial; MB, membrana

basal.
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7.5 Efecto del reto con OVA sobre la produccion temporal de 1gG1 e IgE
especificas en suero de cobayos.

Para determinar si existen diferencias en la persistencia de anticuerpos especificos
para OVA en el suero de los cobayos, las muestras fueron obtenidas de manera
inmediata y 24 h después del ultimo reto con OVA. Los niveles de 1gG1 no fueron
diferentes entre los grupos SS (Fig. 17). Los niveles de IgG1 fueron similares en los
grupos R y NR vy significativamente mayores al grupo SS en el modelo agudo y en el
modelo crénico (p<0.001, n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos de 24 h;
Fig. 17). Los niveles de IgG1 no fueron diferentes entre los grupos del modelo agudo y
del modelo crénico. En los cobayos R y NR del modelo agudo los niveles de 1gG1
fueron significativamente mayores en las muestras obtenidas de manera inmediata al
reto con OVA en comparacion con las muestras obtenidas 24 h después del reto
(p<0.05; Fig. 17).
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Figura 17. Analisis del curso temporal de la produccion de IgG1 especifica para OVA en suero de
cobayos. Las barras corresponden a las medias, + error estandar de la concentracion de 1gG1 especifica
para OVA expresada como la absorbancia a 492 nm en cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y
no respondedores (NR); n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.001, ANOVA de una
via y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo
(inmediatos o0 24 h) y del mismo modelo (agudo y crénico); § p<0.05, prueba no pareada de t de Student

en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y cronico.

Los niveles de IgE no fueron diferentes entre los cobayos SS (Fig. 18). Los niveles
séricos de IgE especifica para OVA se incrementaron de manera significativa en los
cobayos del grupo R en comparacion con los cobayos de los grupos SS y NR (p<0.01;

n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos de 24 h; Fig. 18). Los niveles de IgE
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no fueron diferentes entre los grupos NR y SS. Los niveles de IgE no fueron diferentes
entre los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo crénico (Fig. 18). Los
niveles de IgE fueron significativamente mayores en las muestras obtenidas de manera
inmediata al reto con OVA en comparacién con las muestras obtenidas 24 h después
del reto (p<0.05, Fig. 18).
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Figura 18. Analisis del curso temporal de la produccién de IgE especifica para OVA en suero de
cobayos. Las barras corresponden a las medias, + error estandar de la concentracién de IgE especifica
para OVA expresada como la absorbancia a 492 nm en cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y
no respondedores (NR); n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.01, ANOVA de una
via y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo
(inmediatos o0 24 h) y del mismo modelo (agudo y crénico); § p<0.05, prueba no pareada de t de Student

en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y cronico.

7.6 Efecto de la administracion de OVA sobre el reclutamiento de células

inflamatorias hacia las vias aéreas de cobayos.

El reclutamiento de leucocitos hacia las vias aéreas es un proceso critico para el
desarrollo de la respuesta alérgica. Para determinar si la hiperreactividad de las vias
aéreas se encontraba asociada a cambios en el nimero de células inflamatorias
infiltradas realizamos conteo celular total y diferencial en muestras de LBA. Para
evaluar si existen diferencias en el numero y tipo de células inflamatorias infiltradas de
acuerdo a cada tiempo de toma de las muestras, el LBA se obtuvo de manera
inmediata y 24 h después del ultimo reto en los grupos del modelo agudo y del modelo

cronico.
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El numero de células totales infiltradas en el LBA fue significativamente mayor en los
grupos R en comparacién con sus respectivos grupos SS y NR (p<0.05 en grupos
inmediatos y p<0.01 en grupos 24 h; Fig. 19). El numero de células totales no fue
diferente entre los grupos del modelo agudo y del modelo crénico (Fig. 19). EI nimero
de células totales fue significativamente mayor en las muestras obtenidas de manera
inmediata al reto con OVA en comparacién con las muestras obtenidas 24 h después
del reto (p<0.05; Fig. 19), este incremento también se observé en los grupos SS, lo que
nos sugiere que la histamina ejerce un efecto quimiotactico sobre las células. Por ello,
un grupo adicional de cobayos SS (n=6), al que no se le administr6 histamina para
evaluar la reactividad de las vias aéreas, fue incluido en el estudio. El nimero de
células totales en este grupo se consider6 como el valor basal y fue semejante al de
los grupos SS cuyas muestras se obtuvieron 24 h después, lo que sugiere que en este
tiempo la histamina ya no ejerce un efecto sobre el numero de células infiltradas (Fig.
19). El numero de células totales fue significativamente mayor en los grupos SS

inmediatos en comparacion con el valor basal (p<0.05; Fig. 19).

Para el conteo celular diferencial se realiz6 la caracterizacidon morfolégica de las
células inflamatorias provenientes del LBA en laminillas con frotis tefiidos mediante la
técnica Romanowsky. En la tincion Romanowsky los nucleos de las células y los
granulos de neutréfilos se tifien en purpura, el citoplasma se tifie en lila y los granulos
de eosindfilos en rosa-naranja. En la figura 20 se muestran fotomicrografias
representativas de las células de LBA con la tincibn Romanowsky. En los grupos SS y
NR se observaron principalmente macréfagos y algunos linfocitos, mientras que en el

grupo R se observaron abundantes granulocitos.
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Figura 19. Conteo celular total en LBA de cobayos del modelo agudo y del modelo crénico. La
grafica muestra el curso temporal de las células infiltradas en el LBA de cobayos sin sensibilizar (SS),
respondedores (R) y no respondedores (NR). Se incluyé un grupo SS al que no se le administré histamina,
el numero de células totales en este grupo fue considerado como la basal. Las barras corresponden a las
medias, * error estandar; n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.05 y **p<0.01,
ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo
tiempo (inmediatos o 24 h) y del mismo modelo (agudo y crénico) y entre el valor basal y los grupos SS; §
p<0.05, prueba no pareada de t de Student en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre

modelos agudo y cronico.
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Figura 20. Poblaciones celulares representativas recuperadas en LBA de cobayos. En el panel
izquierdo se muestra un cobayo sin sensibilizar (SS), en el panel de en medio un cobayo respondedor (R)
y en el panel derecho un cobayo no respondedor (NR). Se muestran los botones celulares con la tincion
Romanowsky para conteo diferencial. La flecha indica: M, macréfago; E, eosinéfilo; N, neutrofilo; L,

linfocito; Ep, célula epitelial.

7.6.1 EI reto con el alérgeno no induce el reclutamiento de eosinéfilos
pero si de linfocitos en los cobayos no respondedores.

El nimero de eosindfilos no fue diferente entre los grupos SS y el basal, o que sugiere

que la histamina no induce el reclutamiento selectivo de eosinéfilos hacia las vias

aéreas (Fig. 21). El numero de eosindfilos no fue diferente entre los grupos SS, ni entre
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los grupos NR y SS (Fig. 21). El numero de eosindfilos se incrementd
significativamente en los grupos R en comparacion con sus respectivos grupos SS y
NR (p<0.01; Fig. 21). No hubo diferencia en el numero de eosindfilos entre los grupos
del modelo agudo y del modelo crénico (Fig. 21). El nimero de eosindfilos fue
significativamente mayor en el grupo R inmediato del modelo crénico en comparacion
con el grupo R 24 h (p<0.05; Fig. 21).

El numero de linfocitos no fue diferente entre los grupos SS y el basal, lo que sugiere
que la histamina no induce el reclutamiento selectivo de esta poblacién (Fig. 22). En el
modelo agudo, el numero de linfocitos fue mayor en los grupos Ry NR en comparacién
con el grupo SS. Este incremento alcanz6 significancia estadistica solo en los grupos R
y NR inmediatos (p<0.05; Fig. 22). EI numero de linfocitos fue significativamente mayor
en el grupo NR inmediato del modelo agudo en comparacién con el grupo NR

inmediato del modelo cronico (p<0.05; Fig. 22).
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Figura 21. Analisis de eosinéfilos infiltrados en LBA de cobayos. La grafica muestra el curso temporal
de los eosindfilos infiltrados en el LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR). Se incluyé un grupo SS al que no se le administr6 histamina, el nidmero de
eosinofilos en este grupo fue considerado como la basal. Las barras corresponden a las medias, + error
estandar; n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.01, ANOVA de una via y prueba de
comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo (inmediatos o 24 h) y del
mismo modelo (agudo y crénico) y entre el valor basal y los grupos SS; § p<0.05, prueba no pareada de t

de Student en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y crénico.
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Figura 22. Analisis de linfocitos infiltrados en LBA de cobayos. La grafica muestra el curso temporal
de los linfocitos infiltrados en el LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR). Se incluy6é un grupo SS al que no se le administré histamina, el nimero de linfocitos
en este grupo fue considerado como la basal. Las barras corresponden a las medias, + error estandar; n=6
en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.05, ANOVA de una via y prueba de
comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo (inmediatos o 24 h) y del
mismo modelo (agudo y crénico) y entre el valor basal y los grupos SS; § p<0.05, prueba no pareada de t

de Student en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y crénico.

7.6.2 La histamina induce la quimiotaxis de neutroéfilos y macréfagos

hacia las vias aéreas.

El numero de neutrdéfilos fue significativamente mayor en las muestras obtenidas de
manera inmediata al reto con OVA en comparacién con las muestras obtenidas 24 h
después del reto (p<0.05; Fig. 23). El numero de neutréfilos fue significativamente
mayor en los grupos SS inmediatos en comparaciéon con el basal (p<0.01; Fig. 23),
mientras que el nimero de neutrofilos no fue diferente entre el basal y los grupos SS
24 h. Estos datos sugieren que la histamina induce el reclutamiento selectivo de
neutréfilos hacia las vias aéreas. El numero de neutréfilos no fue diferente entre los
grupos del modelo agudo y del modelo crénico (Fig. 23). EI nUmero de neutréfilos en
los grupos R inmediatos fue significativamente mayor en comparacion los grupos SS 'y
NR (p<0.01; Fig. 23). El numero de neutréfilos en los grupos NR 24 h fue

significativamente mayor en comparacién con los grupos SS (p<0.05; Fig. 23).
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El numero de macrofagos fue significativamente mayor en las muestras obtenidas de
manera inmediata al reto con OVA en comparacién con las muestras obtenidas 24 h
después del reto (p<0.05; Fig. 24). El numero de macréfagos fue significativamente
mayor en los grupos SS inmediatos en comparacion con el basal (p<0.01; Fig. 24),
mientras que el numero de macréfagos no fue diferente entre el basal y los grupos SS
24 h. Estos datos sugieren que la histamina induce el reclutamiento selectivo de
macrofagos hacia las vias aéreas. El numero de macrofagos no fue diferente entre los
grupos SS, R y NR ni entre los grupos del modelo agudo y del modelo crénico (Fig.
23).
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Figura 23. Analisis de neutréfilos infiltrados en LBA de cobayos. La grafica muestra el curso temporal
de los neutréfilos infiltrados en LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR). Se incluyé un grupo SS al que no se le administr6 histamina, el numero de
neutréfilos en este grupo fue considerado como la basal. Las barras corresponden a las medias, + error
estandar; n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.05 y **p<0.01, ANOVA de una via
y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo (inmediatos o
24 h) y del mismo modelo (agudo y crénico) y entre el valor basal y los grupos SS; § p<0.05, prueba no
pareada de t de Student en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y

crénico.
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Figura 24. Analisis de macréfagos infiltrados en LBA de cobayos. La grafica muestra el curso
temporal de los macréfagos infiltrados en el LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR). Se incluyé un grupo SS al que no se le administr6 histamina, el niamero de
macrofagos en este grupo fue considerado como la basal. Las barras corresponden a las medias, * error
estandar; n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.01, ANOVA de una via y prueba de
comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo (inmediatos o 24 h) y del
mismo modelo (agudo y crénico) y entre el valor basal y los grupos SS; § p<0.05, prueba no pareada de t

de Student en comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h y entre modelos agudo y crénico.

7.7 La ausencia de respuesta bronco-obstructiva esta asociada a la

disminucion de mediadores caracteristicos de la respuesta alérgica.

Para evaluar la respuesta inflamatoria de las vias aéreas y su relacion con el desarrollo
de obstruccién e hiperreactividad, los niveles de citocinas fueron cuantificados en
cobayos del modelo agudo y del modelo crénico mediante ELISA y andlisis de
citometria de flujo. Adicionalmente, la expresion relativa del ARNm para cada citocina
se analiz6 utilizando PCR en tempo real. Las citocinas se cuantificaron en 1)
sobrenadantes de homogenado pulmonar, 2) lavado bronquioalveolar, 3) citocinas

intracelulares en células de LBA y 4) expresion de ARNm en tejido pulmonar.
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7.7.1 Sobrenadantes de homogenado pulmonar.

a) Perfil de citocinas Th1/Th2.

Para evaluar el efecto de la administracién de histamina sobre la produccién de
citocinas se incluyé un grupo de cobayos SS (n=6), al que no se le administré
histamina para evaluar la reactividad de las vias aéreas, este grupo fue considerado
como la basal para cada citocina. Los niveles de IFN-y no fueron diferentes entre los
grupos (Fig. 25A). Los niveles de IL-4 e IL-5 fueron significativamente mayores en los
grupos SS inmediatos en comparacién con el grupo basal (p<0.05 y p<0.01,
respectivamente; Fig. 25A) y fueron semejantes entre los grupos SS 24 h y el basal.
Estos datos sugieren que la histamina induce la produccién inmediata de IL-4 e IL-5 en
las vias aéreas de los cobayos, pero a las 24 h los niveles de citocinas regresan al
nivel basal. No se observaron diferencias en los niveles de IL-4 en las muestras de
cobayos SS, R y NR obtenidas de manera inmediata al reto con OVA, mientras que en
las muestras obtenidas 24h después, los niveles de IL-4 fueron significativamente
mayores en el grupo R en comparacion con los grupos SS y NR (p<0.01; Fig. 25A).
Los niveles de IL-4 fueron significativamente mayores en las muestras de cobayos SS
y NR obtenidas de manera inmediata al reto en comparacién con las muestras
obtenidas 24 h después (p<0.05; Fig. 25A). Los niveles de IL-4 no fueron diferentes
entre los grupos R inmediato y R 24 h (Fig. 25A). Los niveles de IL-5 fueron
significativamente mayores en los grupos R inmediatos y 24h en comparacién con los
grupos SS y NR (p<0.01 y p<0.001, respectivamente; Fig. 25A). No se observaron
diferencias en los niveles de IL-5 entre las muestras obtenidas de manera inmediata al
reto en comparacion con las muestras obtenidas 24 h después. Los niveles de IL-4 e

IL-5 fueron similares entre los grupos SS y NR (Fig. 23A).

b) Citocinas pro-inflamatorias: TNF-a e IL-17A.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de TNF-a e
IL-17A en las muestras de cobayos SS, R y NR obtenidas de manera inmediata al reto
con OVA, mientras que en las muestras obtenidas 24 h después, los niveles de estas
citocinas fueron significativamente mayores en los grupos R en comparaciéon con los
grupos SS y NR (p<0.01; Fig. 25B). Los niveles de IL-17A fueron significativamente
mayores en las muestras obtenidas 24 h después del reto con OVA en el grupo NR en
comparacion con el grupo SS (p<0.05; Fig. 25B). Los niveles de TNF-a e IL-17A fueron

significativamente mayores en las muestras de los grupos SS y R obtenidas de manera
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inmediata al reto en comparaciéon con las muestras obtenidas 24 h después (p<0.05;
Fig. 25B), los niveles de estas citocinas fueron similares entre los grupos NR. No hubo

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos basal y SS (Fig. 25B).

c) Citocinas reguladoras: IL-10 y TGF-B1.

Los niveles de IL-10 fueron significativamente mayores en los grupos SS inmediatos en
comparacion con el grupo basal (p<0.01; Fig. 25C) y fueron semejantes entre los
grupos SS 24 h y el basal. Estos datos sugieren que la histamina induce la produccion
inmediata de IL-10 en las vias aéreas de los cobayos, pero a las 24 h los niveles de IL-
10 regresan al nivel basal. En las muestras obtenidas de manera inmediata al reto con
OVA, los niveles de IL-10 fueron significativamente menores en el grupo NR en
comparacion con el grupo SS (p<0.05; Fig. 25C), los niveles de IL-10 fueron similares
en los grupos SS y R. En las muestras obtenidas 24 h después del reto con OVA, los
niveles de IL-10 fueron mayores en los grupos R y NR en comparacion con el grupo
SS, éste incremento solo alcanzé significancia estadistica en el grupo R (p<0.05; Fig.
25C). Los niveles de TGF-B1 no fueron diferentes en las muestras de los grupos SS, R
y NR obtenidas de manera inmediata al reto con OVA, ni entre los valores basales y
los grupos SS (Fig. 25C). En las muestras obtenidas 24 h después del reto con OVA,
los niveles de TGF-B1 fueron significativamente mayores en el grupo R en

comparacion con el grupo SS (p<0.05; Fig. 25C).
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Figura 25. Cuantificacion de citocinas en sobrenadantes de homogenado pulmonar de cobayos.
Las graficas muestran los niveles de (A) citocinas del perfil Th1/Th2, (B) citocinas pro-inflamatorias y (C)
citocinas reguladoras en cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR). Se
incluy6é un grupo SS al que no se le administré histamina, los niveles de citocinas en este grupo fueron
considerados como la basal. Las graficas representan el promedio de tres experimentos independientes.
Cada muestra se analiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en nanogramos por mililitro (ng/ml) a
partir de curvas patrén con cada citocina recombinante. Las barras corresponden a las medias, * error
estandar; n=6 en los grupos inmediatos y n=8 en los grupos 24 h, *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001, ANOVA
de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo tiempo
(inmediatos o0 24 h) y entre el valor basal y los grupos SS; § p<0.05, prueba no pareada de t de Student en

comparaciones entre grupos inmediatos y 24 h.
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7.7.2 Citocinas en lavado bronquioalveolar.

El incremento en los niveles de citocinas en los grupos cuyas muestras se obtuvieron
de manera inmediata al reto, en comparacion con los valores basales y las muestras
obtenidas 24 h después del reto, sugiere que la histamina ejerce un efecto sobre la
produccién de citocinas. Adicionalmente, ya que no se observaron diferencias
significativas en los niveles de citocinas entre los cobayos SS, R y NR en los grupos
inmediatos, las figuras que se presentan en los analisis posteriores corresponden a
muestras obtenidas 24 h después del ultimo reto con OVA donde la histamina ya no
ejerce un efecto sobre los niveles de citocinas. En estos analisis se incluyeron los

grupos SS, Ry NR del modelo agudo y del modelo crénico.

a) Perfil de citocinas Th1/Th2.

Los niveles de IFN-y no fueron diferentes entre los grupos (Fig. 26A). En el modelo
agudo no se detectd IL-4 en el grupo SS, mientras que en el grupo R los niveles de IL-
4 fueron significativamente mayores en comparacion con el grupo NR (p<0.05; Fig.
26A). En el modelo cronico los niveles de IL-4 fueron significativamente mayores en el
grupo R en comparacion con los grupos SS y NR (p<0.001; Fig. 26A). Los niveles de
IL-4 no fueron diferentes entre los grupos SS y NR del modelo crénico. Los niveles de
IL-4 fueron significativamente mayores en el grupo R del modelo crénico en
comparacion con el grupo R del modelo agudo (p<0.01; Fig. 26A). Los niveles de IL-5
fueron significativamente mayores en los grupos R en comparacién con los grupos SS
(p<0.05; Fig. 26A). Los niveles de IL-4 e IL-5 no fueron diferentes entre los grupos SS y
NR (Fig. 26A).

b) Citocinas pro-inflamatorias: IL-17A y TNF-a.

Los niveles de IL-17A fueron significativamente mayores en los grupos R en
comparacion con los grupos SS (p<0.05 en el modelo agudo y p<0.01 en el modelo
cronico; Fig. 26B). Los niveles de TNF-a fueron significativamente mayores en los
grupos R en comparacion con los grupos SS y NR (p<0.01, en el modelo agudo y
p<0.001, en el modelo crénico; Fig. 26B). Los niveles de IL-17A y TNF-a no fueron
estadisticamente diferentes entre los grupos SS y NR (Fig. 26B).
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c) Citocinas reguladoras: IL-10 y TGF-B1.

Los niveles de IL-10 fueron significativamente mayores en los grupos R y NR en
comparacion con los grupos SS (p<0.05; Fig. 26C). En el modelo agudo no se detecto
TGF-B1 en el LBA del grupo SS. Los niveles de TGF-B1 fueron significativamente
mayores en el grupo R en comparacion con el grupo NR (p<0.05; Fig. 26C). En el
modelo crénico los niveles de TGF-B1 fueron significativamente mayores en los grupos
R y NR en comparacién con el grupo SS (p<0.01; Fig. 26C). Los niveles de TGF-31
fueron significativamente mayores en los grupos R y NR del modelo crénico en

comparacion con los grupos del modelo agudo (p<0.01; Fig. 26C).

7.7.3 Citocinas intracelulares.

Las células del sistema inmune infiltradas hacia las vias aéreas durante la respuesta
alérgica son una fuente importante de mediadores inflamatorios. Para comparar el
perfil de citocinas producidas por las células inflamatorias y determinar la contribucion
de estos mediadores en el desarrollo de obstruccion e hiperreactividad de las vias
aéreas en los grupos de cobayos expuestos a OVA, utilizamos citometria de flujo como

herramienta de deteccion de citocinas intracelulares en las células obtenidas del LBA.

El nimero de células productoras de IFN-y no fue diferente entre los grupos (Fig. 27A).
Los niveles de IL-13, una citocina del perfil Th2, fueron significativamente mayores en
los grupos R en comparacién con los grupos SS y NR (p<0.01; Fig. 27A). El nimero de
células productoras de IL-13 no fue diferente entre los grupos NR y SS (Fig. 27A). En
el modelo agudo, el nimero de células productoras de IL-17A fue mayor en los grupos
R y NR en comparacién con el grupo SS, este incremento solo alcanzé significancia
estadistica en el grupo NR (p<0.05; Fig. 27A). En el modelo crénico, el numero de
células productoras de IL-17A se incrementd de manera significativa en los grupos R
(p<0.01) y NR (p<0.05) en comparacion el grupo SS (Fig. 27A). El nUmero de células
productoras de citocinas del perfil Th1/Th2 no fue diferente entre los grupos del modelo
agudo y los grupos del modelo cronico (Fig. 27A). El numero de células productoras de
IL-10 fue mayor en los grupos NR, este incremento alcanzé significancia estadistica
unicamente en el grupo NR del modelo agudo en comparacion con el grupo SS
(p<0.05; Fig. 27B). El nimero de células productoras de TGF-p1 no fue diferente entre
los grupos del modelo agudo. En el modelo crénico, el numero de células productoras

de TGF-B1 se incrementd significativamente en el grupo NR en comparacién con el

55



grupo SS (p<0.05; Fig. 27B). El numero de células productoras de citocinas
reguladoras no fue diferente entre los grupos del modelo agudo y los grupos del
modelo croénico (Fig. 27B).
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Figura 26. Cuantificacidon de citocinas en LBA de cobayos. Las graficas muestran los niveles de (A)
citocinas del perfil Th1/Th2, (B) citocinas pro-inflamatorias y (C) citocinas reguladoras en cobayos sin
sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR). Las muestras de LBA se obtuvieron 24
horas después del ultimo reto con OVA. Las graficas representan el promedio de tres experimentos
independientes. Cada muestra se analiz6 por triplicado y los resultados se expresaron en picogramos por
mililitro (pg/ml) a partir de curvas patréon con cada citocina recombinante. Las barras corresponden a las
medias, * error estandar de n=8 cobayos por cada grupo; *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001, ANOVA de una
via y prueba de comparaciones multiples de Tukey entre cobayos SS, R y NR del mismo modelo (agudo y

cronico); § p<0.01, prueba no pareada de t de Student en comparaciones entre grupos del modelo agudo y
del modelo croénico. n.d., no detectado.
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Figura 27. Tincién intracelular de citocinas en células provenientes de LBA de cobayos. Las graficas
muestran el numero de células productoras de (A) citocinas pro-inflamatorias y (B) citocinas reguladoras
en cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR) analizadas mediante
citometria de flujo. Las muestras de LBA se obtuvieron 24 horas después del ultimo reto con OVA. Las
barras corresponden a las medias, * error estandar de n=6 cobayos por cada grupo; *p<0.05, **p<0.01 y

***n<0.001, ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey.

7.7.4 Expresion de ARNm de citocinas en tejido pulmonar.

Para comparar los resultados obtenidos de la cuantificacion de citocinas con su
expresion a nivel de ARNm analizamos la expresidon del transcrito de las citocinas en
las que encontramos cambios significativos. Las citocinas evaluadas fueron IL-13, IL-
17A, IL-10 y TGF-B1. Mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real se amplificé el

ADNc obtenido a partir del ARNm extraido de tejido pulmonar utilizando

57



oligonucledtidos especificos para cada citocina. Como gen de control interno se utilizé
la amplificacién de HPRT. En las graficas de la figura 28 se muestran los valores 24!
obtenidos para cada caso y se indican como la expresion relativa del ARNm de la
citocina. La expresion del ARNm de IL-13 fue significativamente mayor en los grupos
R en comparacién con los grupos SS y NR (p<0.01 en el modelo agudo y p<0.001 en
el modelo cronico; Fig. 28A). La expresion de IL-13 fue similar en los grupos SS y NR
(Fig. 28A). La expresion de IL-17A no fue estadisticamente diferente entre los grupos.
La expresion del ARNm de IL-13 e IL-17A no fue diferente entre los grupos del modelo
agudo y los grupos del modelo cronico (Fig. 28A). En el modelo agudo, la expresion de
IL-10 no fue diferente entre los grupos y en el modelo crénico la expresion de IL-10 fue
significativamente mayor en el grupo NR en comparacion con los grupos R y SS
(p<0.01; Fig. 28B). La expresion de TGF-p1 no fue estadisticamente diferente entre los
grupos (Fig. 28B). La expresion del ARNm de citocinas reguladoras no fue diferente

entre los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo crénico (Fig. 28B).
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Figura 28. Analisis de la expresion del ARNm de citocinas en pulmén de cobayos. Las graficas
muestran la expresién de A) citocinas pro-inflamatorias y B) citocinas reguladoras en cobayos sin
sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR) analizadas mediante RT-PCR en tiempo
real. Las muestras de pulmén se obtuvieron 24 horas después del ultimo reto con OVA. Las gréficas
representan el promedio de tres experimentos independientes. Cada muestra se analizé por triplicado y los
resultados se muestran como la expresion relativa del ARNm para cada citocina. La expresioén relativa se

-AACt

refiere al valor 2 obtenido en cada caso. Las barras corresponden a las medias + error estandar de

n=6 cobayos por cada grupo en el modelo agudo y n=4 cobayos por cada grupo en el modelo crénico;

*p<0.01, **p<0.001, ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey.

7.8 Caracterizacion de las fracciones de leucocitos en LBA de cobayos.
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Diversos parametros inmunoldgicos siguen siendo poco claros en estudios realizados
en cobayos. En algunos estudios se han caracterizado las fracciones de leucocitos en
sangre periférica y en tejido linfoide " %% sin embargo, hasta ahora no existe una
caracterizacion de las fracciones de leucocitos y las subpoblaciones de linfocitos en el
LBA de cobayos. Los analisis empleando anticuerpos monoclonales y citometria de
flujo han sido ampliamente utilizados en estudios inmunolégicos tanto en humanos
como en modelos experimentales. En este estudio utilizamos un analisis de citometria
de flujo basado en el tamafio y granularidad de las células del LBA y caracterizamos

morfolégicamente y con anticuerpos comerciales las sub-poblaciones de linfocitos Th.

En la figura 29A se muestra una grafica de puntos representativa de las poblaciones
celulares en LBA de acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad. Se
encontraron tres regiones que fueron seleccionadas como R1, células pequefias y de
baja granularidad; R2, células con alta granularidad; y R3, células grandes. En base a
estos parametros realizamos la separacion fisica de las células por citometria de flujo o
“cell sorting”. Las células obtenidas en cada regién fueron citocentrifugadas y los
botones celulares obtenidos fueron tefiidos con la tincibn Romanowsky para
caracterizarlas morfolégicamente. La figura 29B muestra fotomicrografias
representativas de cada region. En la R1 encontramos principalmente linfocitos; en la
R2 eosindfilos y neutrofilos; y en la R3 macréfagos. Se realizo el conteo diferencial de
las células obtenidas en cada regién y se expresdé como el porcentaje de cada tipo

celular en tres cobayos diferentes (Fig. 29C).

En la Figura 30A se muestran las graficas de puntos representativas de las
poblaciones celulares en el LBA de acuerdo a los parametros de tamafio vy
granularidad. En los cobayos R y NR el numero de células en la R1, que corresponden
a linfocitos, fue mayor en comparacion con el grupo SS, este incremento alcanzé
significancia estadistica unicamente en los grupos del modelo cronico (p<0.05; Fig.
30B). Como se observd en las células recuperadas de LBA vy tefiidas con la tincion
Romanowsky para conteo diferencial (Fig. 20 y Fig. 21), en el grupo R encontramos un
numero significativamente mayor de células en la R2, que corresponde en su mayoria
a eosinofilos, en comparacion con los grupos NR y SS (p<0.05; Fig. 30B). El niumero
de células en la R2 no fue diferente entre los grupos NR y SS. El nimero de
macrofagos en la R3 no fue diferente entre los grupos (Fig. 30B). El nimero de células
en cada region no fue diferente entre los grupos del modelo agudo y los grupos del

modelo crénico (Fig. 30B).
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Figura 29. Caracterizacion de las fracciones de leucocitos en LBA de cobayos. Las células del LBA

% de leucocitos en R3

fueron analizadas de acuerdo a sus propiedades de tamafio y granularidad mediante citometria de flujo y
posteriormente fueron recuperadas. (A) Grafica representativa de las fracciones de leucocitos en LBA. La
R1, corresponde a células pequefias y de baja granularidad; R2, células granulares; y R3, células grandes.
(B) Caracterizacion morfolégica de las fracciones de leucocitos en cada region. Las células purificadas
fueron tefidas con la tincibn Romanowsky y analizadas mediante microscopia de campo claro. Las
fotomicrografias muestran linfocitos en R1; granulocitos (eosindfilos y neutréfilos) en R2 y macrofagos en
R3. La escala de las barras corresponde a 12 ym. (C) Conteo celular diferencial en cada region, las barras

corresponden a las medias del porcentaje de células en cada region, * error estandar de n=3 cobayos.
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Figura 30. Analisis de las fracciones de leucocitos en LBA de cobayos. Las células del LBA fueron
analizadas mediante citometria de flujo de acuerdo a sus propiedades de tamafo y granularidad. (A)
Graficas de puntos representativas de las regiones de leucocitos en cobayos sin sensibilizar (SS)
(izquierda), respondedores (R) (en medio) y no respondedores (NR) (derecha). (B) Numero de células en
cada region. Las fracciones de leucocitos fueron definidas como R1; linfocitos; R2, granulocitos y R3,
macrofagos. Las barras corresponden a las medias, + error estandar de n=6 cobayos por cada grupo.

*p<0.05, ANOVA de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey.

Después de la caracterizacion morfolégica de las células en cada regién utilizamos
anticuerpos especificos para caracterizar poblacién de linfocitos Th de la R1. La
caracterizacion de los linfocitos Th en nuestro modelo es importante ya que dentro de
esta poblacion se encuentran otras subpoblaciones, como los linfocitos Th2, que
orquestan la inflamacion alérgica durante el asma. En una grafica de puntos de tamafo
contra granularidad se seleccion6 la region linfoide R1 (Fig. 31) y a partir de esta
region se abrié una grafica de puntos del marcador PAN T (CT5) contra CD4 (CT7). El
marcador PAN T nos permite distinguir a los linfocitos T de los linfocitos B de cobayo.

La poblacién de linfocitos T CD4" correspondié a mas del 60% de las células en la R1
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(Fig. 31). Estas regiones fueron utilizadas para los analisis de las subpoblaciones de
linfocitos T CD4".
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Figura 31. Analisis de la fraccion R1 mediante citometria de flujo en células provenientes del LBA
de cobayo. Las células del LBA fueron analizadas mediante citometria de flujo de acuerdo a sus
propiedades de tamafio y granularidad. A) Grafica de puntos representativa de la R1 seleccionada para el
analisis de linfocitos. B) Grafica de puntos representativa del porcentaje de células positivas para PAN T y

CD4 a partir de la region R1 (izquierda) y el control de isotipo (derecha).

7.9 La poblaciéon de linfocitos Th2 no se incrementa en cobayos no

respondedores.

Durante la respuesta inmune los linfocitos T CD4" naive se diferencian en subtipos
efectores que incluyen linfocitos Th1, Th2 y Th17. Los linfocitos Th2 secretan citocinas
como IL-4, IL-5 e IL-13. El asma alérgica se caracteriza por un imbalance en el perfil
Th1/Th2 y una elevada secrecion de citocinas Th2. Para definir la participacion de
estas subpoblaciones de linfocitos en el desarrollo de obstruccion e hiperreactividad de
las vias aéreas en nuestro modelo, evaluamos el perfil de citocinas intracitoplasmaticas
en linfocitos T CD4" mediante citometria de flujo. EI nimero de linfocitos Th1 (CD4"
IFN-y") no fue diferente entre los grupos del modelo agudo, mientras que en el modelo
crénico, el numero de linfocitos Th1 fue significativamente mayor en el grupo NR con

respecto al grupo control (p<0.05; Fig. 32). EI numero de linfocitos Th1 no fue diferente
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entre los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo cronico (Fig. 32). El
numero de linfocitos Th2 (CD4IL-13") fue significativamente mayor en los grupos de
cobayos R en comparacion con los grupos NR y SS (p<0.01 en el modelo agudo y
p<0.05 en el modelo croénico; Fig. 32). El numero de linfocitos Th2 no fue diferente
entre los cobayos de los grupos NR y SS (Fig. 32). El numero de linfocitos Th2 no fue
diferente entre los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo crénico (Fig. 32).
El namero de linfocitos Th17 (CD4°IL-17A") fue significativamente mayor en los grupos
R en comparacién con los grupos SS y NR (p<0.05; Fig. 32). El numero de linfocitos
Th17 no fue diferente entre los grupos NR y SS ni entre los grupos del modelo agudo y
los grupos del modelo crénico (Fig. 32). En conjunto, estos resultados sugieren que los
cobayos R desarrollan una respuesta inflamatoria del tipo Th2, tipica del asma,
mientras que los cobayos NR previenen la inflamacion alérgica Th2 inducida por el reto
con OVA.
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Figura 32. Evaluacion del perfil de citocinas intracitoplasmaticas en linfocitos T CD4" de LBA de
cobayos. Las graficas muestran el numero de linfocitos efectores Th1, Th2 y Th17 en el LBA de cobayos
sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR). ElI LBA se obtuvo 24 horas después del
ultimo reto con OVA y la produccion de IFN-y, IL-13 e IL-17A por los linfocitos T CD4+ fue evaluada
mediante citometria de flujo. Las células fueron seleccionadas a partir de la R1 y se analiz6 la expresion
de citocinas en la subpoblacion PAN T* CD4". Th1, representa a la subpoblacion CD4'IFN-y"; Th2
representa a la subpoblacion CD4IL-13" y Th17 representa a la subpoblacién CD4'IL-17A". Las barras
corresponden a las medias, + error estandar de n=6 cobayos por cada grupo. *p<0.05, **p<0.01, ANOVA

de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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7.10 Las poblaciones de linfocitos Tr1 y Th3 se incrementan en los

cobayos no respondedores.

Los linfocitos T reguladores (Tregs) son una poblacién importante de linfocitos T que
modulan el balance de la respuesta inmune y el mantenimiento de la tolerancia
periférica. Los linfocitos Tregs pueden ser subdivididas en poblaciones que expresan o
no el factor de transcripcion Foxp3. La cohorte de Tregs que no expresa Foxp3
consiste de células Tr1 que ejercen sus funciones inmunomoduladoras mediante la
secrecion de IL-10 y las Th3 mediante la secrecion de TGF-p1 7. Utilizando citometria
de flujo identificamos estas subpoblaciones de linfocitos Tregs en las células del LBA
de los cobayos. De acuerdo a los parametros de tamafio y granularidad, las células en
la R1 fueron seleccionadas y a partir de esta region se realizd una grafica de puntos en
donde se determind la expresion de CD4 y Foxp3. Las células CD4Foxp3™ fueron
seleccionadas (Figura 33A) y se analizd la expresion de IL-10 y TGF-1. En la figura
33B se muestran los histogramas representativos de la expresioén de IL-10 y TGF-1 en
linfocitos T CD4'Foxp3” de los cobayos del modelo agudo y en la figura 33C en
cobayos del modelo crénico. El numero de linfocitos Tr1 fue significativamente mayor
en los cobayos NR del modelo agudo en comparacion con los grupos control y R
(p<0.05; Fig. 33D). En el modelo crénico el numero de linfocitos Tr1 no fue diferente
entre los grupos (Fig. 33D). El numero de linfocitos Tr1 fue significativamente mayor en
el grupo NR agudo en comparacion con el grupo NR crénico (p<0.05; Fig. 33D). El
numero de linfocitos Th3 en el grupo NR fue significativamente mayor en comparacién
con el grupo R (p<0.05; Fig. 33D) y el grupo SS (p<0.01; Fig. 33D). Estos datos
sugieren que los linfocitos Tr1 y Th3 podrian estar involucradas en modular la
respuesta alérgica mediada por linfocitos Th2 en los cobayos NR mediante la
secrecion de IL-10 y TGF-p1.
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Figura 33. Linfocitos Tr1 y Th3 en LBA de cobayos. Las graficas muestran el nimero de células en el

LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR). EI LBA se obtuvo 24

horas después del reto con OVA vy la produccion de IL-10 y TGF-p1 por linfocitos T CD4" Foxp3™ fue

evaluada mediante citometria de flujo. (A) Graficas de puntos representativas del analisis de CD4 y Foxp3.

Histogramas representativos de la expresion de IL-10 y TGF-31 en cobayos del (B) modelo agudo y (C)

modelo cronico. El histograma en azul corresponde a la expresion de las citocinas y el histograma gris

corresponde al control de isotipo. (D) Numero de linfocitos Tr1 y Th3. Las células fueron seleccionadas a

partir de la R1y se analiz6 la expresién de citocinas en la subpoblacion PAN T*CD4". Tr1, representa a la

subpoblacion CD4" Foxp3™ IL-10" y Th3 representa a la subpoblacion CD4* Foxp3” TGF-f1. Las barras

corresponden a las medias, + error estandar de n=6 cobayos por cada grupo. *p<0.05, **p<0.01, ANOVA

de una via y prueba de comparaciones multiples de Tukey.
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7.11 Los linfocitos T Foxp3® se incrementan en el pulmén de los

cobayos no respondedores.

Foxp3 es un factor de transcripcion indispensable para la funcién supresora de los
linfocitos Tregs. Nuestro siguiente objetivo fue identificar linfocitos Foxp3* para
determinar si esta poblacion difiere entre los cobayos R y NR. Una de las moléculas
asociadas al fenotipo de células Tregs es la cadena alfa del receptor de IL-2 (IL-2Ra) o
CD25. Mediante citometria de flujo analizamos la expresion de la poblacion
CD4'CD25'Foxp3” en células del LBA. De acuerdo a los parametros de tamarfio y
granularidad las células en la R1 fueron seleccionadas y a partir de esta region se
realizé una grafica en donde se determiné la expresion de CD4 y CD25. Las células
CD4'CD25" fueron seleccionadas (Fig. 34A) y se analizd la expresion de Foxp3 en
esta poblacion. En la figura 34B se muestran los histogramas representativos de la
expresion de Foxp3 en linfocitos T CD4°CD25". El numero de linfocitos T
CD4'CD25"Foxp3” fue significativamente mayor en los grupos NR en comparacién con
los grupos SS y R (p<0.01 en el modelo agudo y p<0.05 en el modelo cronico; Fig.
34C). El numero de linfocitos T CD4"CD25Foxp3" no fue diferente entre los grupos SS
y R (Figura 34C). El nimero de linfocitos T CD4'CD25"Foxp3* no fue diferente entre

los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo crénico (Fig. 34C).

Finalmente, el analisis de la expresion del ARNm mostrd un incremento significativo en
la expresion de Foxp3 en el pulmén de los cobayos NR en comparacion con los grupos
SS y R (p<0.05; Fig. 35). La expresion de Foxp3 no fue diferente entre los grupos SS y
R ni entre los grupos del modelo agudo y los grupos del modelo crénico (Fig. 35). En
conjunto, estos datos sugieren que los linfocitos Tregs probablemente suprimen la
inflamacion alérgica en los cobayos NR y constituyen un mediador de la tolerancia de

las vias aéreas a antigenos inhalados en estos cobayos.
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Figura 34. Linfocitos T reguladores Foxp3*en LBA de cobayos. Las graficas muestran el nimero de
células en el LBA de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no respondedores (NR). El LBA
se obtuvo 24 horas después del reto con OVA y la poblacién de linfocitos CD4'CD25 Foxp3" fue evaluada
mediante citometria de flujo. (A) Graficas representativas del analisis de la poblacion CD4'CD25" a partir
de la R1. (B) Histogramas representativos donde se muestra la expresién de Foxp3. El histograma en azul
corresponde a la expresion de Foxp3 y el histograma gris corresponde al control de isotipo. (C) Numero de
linfocitos CD4'CD25'Foxp3* en el LBA de cobayos. Las barras corresponden a las medias, + error
estandar de n=6 cobayos por cada grupo. *p<0.05, **p<0.01, ANOVA de una via y prueba de

comparaciones multiples de Tukey.
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Figura 35. Analisis de la expresion del ARNm de Foxp3 en pulmén de cobayos. La expresion del
ARNm de Foxp3 en tejido pulmonar de cobayos sin sensibilizar (SS), respondedores (R) y no
respondedores (NR) fue analizada mediante RT-PCR en tiempo real. Las muestras de pulmén se
obtuvieron 24 horas después del ultimo reto con OVA. Las graficas representan el promedio de tres
experimentos independientes. Cada muestra se analizé por triplicado y los resultados se muestran como la
expresion relativa del ARNm para cada citocina. La expresion relativa se refiere al valor 2 #4Ct obtenido en
cada caso. Las barras corresponden a las medias * error estdndar de n=6 cobayos por cada grupo en el

modelo agudo y n=4 cobayos por cada grupo en el modelo crénico; *p<0.05, ANOVA de una via y prueba
de comparaciones multiples de Tukey.
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8. DISCUSION

La hiperreactividad de las vias aéreas es la principal alteraciéon funcional durante el
asma y se manifiesta a través de sintomas respiratorios asociados a la obstruccion del
flujo de aire o bronco-obstruccion. En nuestro modelo de asma en cobayo, algunos
cobayos no tienen bronco-obstruccion después del reto con el alérgeno (no
respondedores, NR), pero desarrollan hiperreactividad de las vias aéreas de manera
similar a los cobayos que si tienen bronco-obstruccion (respondedores, R). La bronco-
obstruccién es un signo caracteristico de la exacerbacién asmatica. Usualmente, la
exposicion a los alérgenos se acompafia por una respuesta bronco-obstructiva
transitoria e inmediata y horas después por una respuesta tardia de larga duracion '%.
En nuestro estudio, los cobayos R solo mostraron una respuesta bronco-obstructiva
inmediata. Algunos estudios han descrito que en el cobayo bajas dosis de alérgeno
inducen uUnicamente la respuesta inmediata, mientras que altas dosis inducen la

respuesta inmediata y la respuesta tardia '™

, lo que sugiere que la dosis del alérgeno
es fundamental en el desarrollo de ambas respuestas en el cobayo. En nuestro
estudio, las dosis administradas fueron ajustadas para reducir el choque anafilactico
durante los retos con el alérgeno. Sin embargo, observamos un fenotipo que no
corresponde al modelo de asma, los cobayos NR al alérgeno. Inesperadamente, los
cobayos NR mostraron hiperreactividad a la histamina. Aunque la hiperreactividad de
las vias aéreas es un rasgo comun del asma, esta caracteristica suele variar entre los
pacientes, lo que contribuye a la heterogeidad de la enfermedad “°. Diversos estudios
sefalan que alrededor del 57% de los individuos con hiperreactividad no padecen de
ningun sintoma respiratorio y se ha observado que los cambios en la estructura de las

vias aéreas pueden ocurrir antes del desarrollo de los sintomas de asma '%% 106.107.108.

110, 111

% Esta condicién ha sido referida como hiperreactividad asintomatica y su

incidencia esta relacionada significativamente a la incidencia de asma ' 112113114 | g
importancia clinica de la hiperreactividad asintomatica sigue siendo un tema de debate.
Sin embargo se ha sugerido que puede preceder al desarrollo de asma y que
representa una condicién de transicion de la falta de sintomas al fenotipo asmatico
independientemente del estado atopico "> '"®. En este contexto, los cobayos NR al
alérgeno que desarrollan hiperreactividad de las vias aéreas pueden ser un buen
modelo para estudiar las caracteristicas de la hiperreactividad asintomatica descrita en

humano, asi como la variabilidad de la respuesta alérgica.

El fenotipo de un paciente con asma puede ser muy variable. Por ejemplo, algunos

pacientes solo desarrollan una respuesta asmatica inmediata, mientras que otros
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desarrollan ambas respuestas ' "'® "'° |3 variabilidad de la respuesta asmatica esta
asociada a factores genéticos y ambientales ?* '°. En nuestro modelo, no podemos
descartar la influencia de los factores genéticos en la respuesta alérgica que da como
resultado el fenotipo de cobayos R y NR. La principal cepa de cobayos de laboratorio
utilizada en la actualidad es una cepa exogamica que se origind a partir de los trabajos
de Dunkin y Hartley '?' y es la cepa que utilizamos en este estudio. Las Unicas cepas
endogamicas que se conservan de las 24 cepas originales desarrolladas por Wright %2,
no se encuentran disponibles de manera comercial. Entre los factores ambientales
asociados a la variabilidad de la respuesta asmatica se encuentran el grado de
sensibilizacion y la exposicion al alérgeno '®°. En otros modelos de asma en cobayo las
dosis del alérgeno son ajustadas hasta obtener una respuesta bronco-obstructiva '**
123124y para prevenir una reaccion anafilactica fatal, los animales son tratados
previamente con anti-histaminérgicos y anti-colinergicos '** ', En nuestro modelo, la
respuesta bronco-obstructiva no se controlé6 ajustando la dosis de alérgeno ni
utilizando pre-tratamientos. Probablemente, los cobayos NR reflejan la variabilidad

biolégica cuando los cobayos son retados con solo una dosis de alérgeno.

Las inmunoglobulinas secretadas durante la respuesta alérgica son reguladas de
manera similar en el humano y en el cobayo; sin embargo, la principal inmunoglobulina
secretada durante la respuesta alérgica en el humano es la IgE mientras que en el
cobayo es la IgG1 % ' En nuestro estudio, encontramos bajos niveles de IgE en los
cobayos NR; mientras que los niveles de IgG1 no fueron diferentes entre los cobayos
R y NR al alérgeno, lo que confirma que la ausencia de respuesta bronco-obstructiva
en los cobayos NR no se debe al grado de sensibilizacién al alérgeno. Aunque se ha
observado que ambas inmunoglobulinas contribuyen a la bronco-obstruccion en el
cobayo, la respuesta obstructiva inducida por IgG1 es mas baja en comparacién con la
respuesta inducida por IgE '® '?°_ En este contexto, nuestros datos sugieren que la
produccion de IgE podria favorecer la respuesta bronco-obstructiva en los cobayos R,
mientras que los niveles de IgG1 podrian estar asociados con el desarrollo de
hiperreactividad de las vias aéreas en ambos grupos. Perini y Mota % describieron que
en el cobayo hay una produccion preferencial de IgE durante la fase primaria de la
respuesta inmune al alérgeno y en el curso del tiempo los niveles de IgE disminuyen,
mientras que los niveles de IgG1 se incrementan. Una relacidén similar en el curso de la
produccion de anticuerpos IgG1 e IgE también se ha observado en otras especies 130
31 En contraste con estas observaciones, en nuestro modelo los niveles de 1gG1 se
incrementan desde la respuesta inmediata y bajan a las 24 h en el modelo agudo,

mientras que en el modelo créonico permanecen elevados. Adicionalmente, la
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produccion de IgE es inmediata y transitoria. Estos datos nos sugieren que la IgG1
puede ejercer un mecanismo de regulacién sobre la sintesis de IgE en nuestro modelo.
Algunos estudios sefialan que la dosis de alérgeno y el tipo de adyuvante inducen la
produccién preferencial de anticuerpos. Por ejemplo, el uso de Bordetella pertussis o
lipopolisacarido como adyuvantes, inducen una mayor produccién de IgE que el
adyuvante de Freud o el hidréxido de aluminio '** '3* '** Probablemente el esquema
de sensibilizacion utilizado en nuestro modelo induce la persistencia de IgG1 y el

incremento transitorio de IgE en el suero de los cobayos.

En el cobayo, la sensibilizacion con bajas dosis de antigeno (10 g, i.p.) induce la
produccion de IgG1 e IgE, mientras que altas dosis (100 ug, i.p.) favorecen la
produccién de 1gG1 * ', En nuestro estudio la dosis de OVA utilizada (60 ug, i.p.) se
encuentra dentro de un rango intermedio, lo que nos sugiere que la dosis de
sensibilizacion podria ser responsable del desarrollo de los fenotipos R y NR; sin
embargo, se requieren mas experimentos para demostrar esta hipotesis.
Adicionalmente, se ha descrito que la liberacion de agonistas contractiles del musculo
liso es mayor en cobayos sensibilizados con dosis que inducen una respuesta mediada
por IgG1 e IgE '®® '35 Una observacion interesante en nuestro estudio fue que los
niveles de histamina y tromboxano A,, pero no de leucotrienos, podrian estar
involucrados en la respuesta asmatica inmediata en los cobayos R; mientras que en
los cobayos NR, ninguno de estos mediadores se encontraron incrementados en el
LBA, lo que sugiere que la ausencia de bronco-obstrucciéon podria asociarse con la
ausencia de mediadores contractiles en este grupo. Adicionalmente, el tratamiento in
vitro con OVA indujo contraccion solo en las traqueas de los cobayos R, lo que nos
sugiere que los dos fenotipos (R y NR) no se originan por una diferencia en como fue
administrado el alérgeno durante los retos in vivo. En contraste, la histamina, el
analogo estable del tromboxano A, (U46619) y el leucotrieno D4, indujeron una
respuesta contractil similar en las traqueas de todos los grupos de cobayos. Estos
datos nos sugieren que los receptores para estos mediadores contractiles son
funcionalmente iguales entre los grupos y que otros factores estan asociados con la

variabilidad de la respuesta bronco-obstructiva en nuestro modelo.

Uno de los hallazgos mas significativos en este estudio fue que los cobayos Ry NR al
reto cronico con el alérgeno desarrollan fibrosis subepitelial en la misma magnitud,
pero los cobayos NR al reto crénico no desarrollan hiperreactividad de las vias aéreas.
La disminucion de la funcién pulmonar cominmente se ha asociado con el

engrosamiento de la pared de las vias aéreas como resultado del proceso de
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remodelacion 136 137, 138 139

Sin embargo, algunos estudios sugieren que el
engrosamiento de la pared de las vias aéreas tiene un efecto protector sobre el
acortamiento del musculo liso. En modelos en animales la acumulacién de proteinas
de matriz extracelular después de la exposicion al alérgeno se acompana de la

disminucién progresiva de la hiperreactividad % !

. En pacientes asmaticos se ha
observado que el engrosamiento de la pared de las vias aéreas no contribuye al
desarrollo de hiperreactividad '**'**. En nuestro estudio, encontramos niveles similares
de fibrosis de las vias aéreas entre los cobayos R y NR; sin embargo, la acumulacién
de colagena se localiza de manera diferencial en los cobayos. Por ejemplo, en los
cobayos R la colagena se acumulé principalmente en la lamina propia y hacia la region
adventicia, mientras que en los cobayos NR se acumulé en la regién subepitelial
infiltrandose hacia el musculo liso. Probablemente, en los cobayos NR la acumulacion
de colagena en el musculo liso es un mecanismo que obstaculiza su capacidad de
contraccioén, lo que atenua la hiperreactividad de las vias aéreas. Los cambios en la
estructura de las vias aéreas como resultado de un proceso anormal de reparacion se
han asociado con la inflamacién crénica. La inflamacion de las vias aéreas
generalmente es de predominio eosinofilico, aunque también participan linfocitos T,

neutroéfilos y células cebadas.

El reclutamiento de leucocitos hacia los sitios de inflamacién es un proceso critico para
el desarrollo de la respuesta alérgica ®*. Algunos trabajos han descrito que la histamina
controla el trafico de leucocitos y la respuesta pro-inflamatoria promoviendo la
expresion de moléculas de adhesion celular * 145146.147.148 "y resultado interesante
en nuestro estudio fue que la administracién de histamina indujo el reclutamiento de
células inflamatorias y la produccion de citocinas. En las muestras obtenidas de
manera inmediata, el numero de macr6fagos y neutréfilos fue mayor que a las 24
horas, mientras que el numero de eosindfilos y linfocitos no fue diferente en el tiempo.
En cobayos retados con OVA se ha descrito que la histamina regula la distribucion de

células cebadas y eosinodfilos en las vias aéreas '*°

y en humanos induce el
reclutamiento de neutréfilos '°. En nuestro modelo, probablemente la histamina ejerce
un efecto quimiotactico en poblaciones celulares especificas. Adicionalmente, se ha
descrito que la histamina induce la produccion de diversas citocinas y quimiocinas, via
el receptor H, expresado en células inflamatorias, epitelio bronquial, musculo liso y
células endoteliales '*" 2. En modelos murinos de asma alérgica se ha descrito que la
histamina incrementa la produccién de IFN-y, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13, IL-6, IL-17 y
quimiocinas como CCL2 %% "%% 1% En nuestro estudio encontramos que la histamina

induce el incremento transitorio de IL-4, IL-5, IL-10 y TNF-a, mientras que no tuvo
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efecto sobre la produccion de IL-17, TGF-p1 e IFN-y. Probablemente, la diferencia
entre los estudios en los patrones de citocinas inducidos por histamina se debe a la
concentracion de histamina administrada y a la especie utilizada para el estudio. En
conjunto, estos datos nos sugieren que la cuantificaciéon de células y sus mediadores
debe realizarse a las 24 horas ya que la histamina ha sido degradada y no ejerce un

efecto adicional a la respuesta inducida por el alérgeno.

La inflamacién crénica es un componente clave de la patologia del asma que
comunmente se ha asociado al desarrollo de hiperreactividad y remodelacion de las
vias aéreas **®. Recientemente se ha prestado atencion en la heterogeneidad celular
de la respuesta inflamatoria durante el asma '°. Wezel y colaboradores describieron
dos subtipos inflamatorios en pacientes con asma, el fenotipo eosinofilico y el fenotipo
neutrofilico '%. Adicionalmente, se ha propuesto un tercer subtipo en el que no hay un
influjo identificable de células inflamatorias, el fenotipo paucigranulocitico ' '*®. En
nuestro estudio, los cobayos NR no mostraron infiltracion de células inflamatorias en el
LBA. En pacientes con hiperreactividad asintomatica se ha descrito que la infiltracion
de células inflamatorias es similar a la de pacientes con asma moderada "% sin
embargo, no se ha encontrado una asociacién entre la hiperreactividad asintomatica y

la infiltracion de células inflamatorias .

A pesar de la importancia de la
hiperreactividad en diversas patologias de las vias aéreas, los mecanismos precisos
que inducen su desarrollo no han sido completamente entendidos. Estudios clinicos
han sugerido que existe una estrecha relacién entre el desarrollo de hiperreactividad
bronquial y la presencia de células inflamatorias activadas °, mientras que en otros no
se ha encontrado esta relacion '® "%, En modelos murinos, el papel de las células
inflamatorias en la contribucion de la hiperreactividad ha sido controversial 8% 6 162163,
't Nuestros resultados sugieren que en el cobayo la hiperreactividad de las vias
aéreas puede ocurrir en ausencia de células inflamatorias. Probablemente, no existe
un mecanismo unico que induzca la hiperreactividad de las vias aéreas, o existen
diferentes mecanismos en diferentes fenotipos de asma. Por ello, es importante el
hallazgo de una ruta comun, a través de la cual estos mecanismos participan en el
desarrollo de hiperreactividad, que pueda ser identificada por una prueba clinica simple

para facilitar el diagnoéstico y monitorear el control de la enfermedad.

El asma es considerada como una enfermedad eosinofilica y comunmente hay una
infiltracion de neutréfilos durante la fase inmediata de la respuesta asmatica ® *2. En los
cobayos R observamos una importante infiltracion de eosinéfilos después del reto con

el alérgeno que permanecio a las 24 horas y un incremento transitorio de neutrofilos.
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CCL11, IL-5 y los leucotrienos podrian ser los mediadores responsables de la
quimiotaxis de eosindfilos en los cobayos R. En contraste, los cobayos NR no
mostraron infiltracion de eosindfilos y a las 24 horas se observd un incremento en el
numero de neutrofilos. Probablemente, en los cobayos NR existe un reclutamiento
tardio de neutréfilos que podria inducir la hiperreactividad de las vias aéreas. La
infiltracion de neutréfilos durante el asma contribuye a la hipersecrecion de moco, la

165, 166

hiperreactividad y la remodelaciéon de las vias aéreas IL-17 es un citocina

%7 y es expresada en

especialmente importante para el reclutamiento de neutréfilos
biopsias bronquiales, LBA y esputo de pacientes con asma '®® '®°. En modelos murinos
también se ha descrito que la sobreexpresion de IL-17 induce la produccién de

quimiocinas que reclutan neutréfilos '"* 1"

. En nuestro estudio encontramos que en
ambos grupos de cobayos, R y NR, hay un incremento en el numero de células
productoras de IL-17 en el LBA; sin embargo, la poblacion de linfocitos productores de
IL-17 se incrementd Unicamente en los cobayos R, lo que sugiere que la principal
fuente de IL-17 en los cobayos NR son los neutréfilos. Adicionalmente, los niveles de
IL-17 solo se encontraron elevados en los cobayos hiperreactores, Ry NR del modelo
agudo y R del modelo crénico. Estas observaciones sugieren que IL-17 esta asociada
al desarrollo hiperreactividad de las vias aéreas en el cobayo. Los neutrdfilos
contribuyen al proceso de remodelacion mediante la secrecién de metaloproteinasas,
enzimas que causan la remodelacion y degradacion de la matriz extracelular ', es
probable que en nuestro modelo los neutréfilos infiltrados en las vias aéreas durante la
fase aguda favorezcan la hiperreactividad de la vias aéreas, mientras que en la fase
crénica inducen el proceso de remodelaciéon. Algunos estudios han demostrado que IL-
17 puede reclutar indirectamente neutréfilos hacia las vias aéreas al inducir la
secrecion de la quimiocina CXCL8 (IL-8) """, Estudios realizados por nuestro grupo
de trabajo también han descrito que la principal fuente de CXCL8 es el epitelio y el
musculo liso en las vias aéreas de los cobayos R y NR '"*. En conjunto, estos datos
nos sugieren que durante el asma el fenotipo inflamatorio puede ser variable y diversos

mecanismos pueden conducir a la hiperreactividad de las aéreas.

La acumulacion de linfocitos T CD4", con un fenotipo Th2, tiene un papel importante en
el inicio y mantenimiento de la inflamacién **®. Los linfocitos Th2 ejercen sus efectos a
través de diversas citocinas *" *2. Recientemente, se ha descrito un linaje distinto de
células pro-inflamatorias que participan durante la inflamacién alérgica en el asma, los
linfocitos Th17 '°. En nuestro estudio encontramos que la respuesta inflamatoria en los
cobayos R se asocié con un perfil Th2 y Th17. En modelos murinos, los protocolos de

sensibilizacion han mostrado discrepancias en la naturaleza de la respuesta

74



inflamatoria resultante. Los protocolos de sensibilizacion intraperitoneal con OVA
polarizan la respuesta inflamatoria hacia Th2 y eosinofilia, mientras que la
sensibilizacion intranasal conduce a una respuesta Th17 y neutrofilia "% 7. Nuestros
datos sugieren que en el cobayo, la sensibilizacién intraperitoneal y el reto con
aerosoles de OVA induce ambos perfiles inflamatorios. Adicionalmente, los cobayos
NR no mostraron cambios en la respuesta mediada por linfocitos Th2 y Th17. Algunos
estudios han descrito que la secrecion de IFN-y por linfocitos Th1 puede inducir

178, 179, 180

inflamacién de las vias aéreas y en pacientes asmaticos el IFN-y producido

durante una infeccion viral induce hiperreactividad de las vias aéreas '®.
Probablemente, las diferencias entre los modelos de asma y entre los pacientes con
asma reflejen el impacto del microambiente pulmonar sobre el desarrollo de la

respuesta inmune.

La inflamacién cronica es un componente clave en la fisiopatologia del asma. Los
datos obtenidos en este estudio nos sugieren que los cobayos R desarrollan una
respuesta inflamatoria inducida por el alérgeno tipica del asma. A través de la
secrecion de citocinas del perfil Th2, principalmente, pero también otras como TNF-a e
IL-17A. Los linfocitos T pueden inducir hiperreactividad y originar los cambios en la
estructura de las vias aéreas '® %2, Probablemente en los cobayos R, IL-4 promueve
la sintesis de IgE especifica para OVA e IL-5 recluta eosinéfilos desde etapas
tempranas de la respuesta inflamatoria contribuyendo al desarrollo de hiperreactividad.
Adicionalmente IL-13 puede estar involucrada con el proceso de remodelacién ya que
induce la hipersecrecion de moco y la activacibn de miofibroblastos.
Sorprendentemente, estas caracteristicas de la respuesta inflamatoria no se asociaron
con el desarrollo de hiperreactividad en los cobayos NR del modelo agudo y de
remodelacion en los cobayos NR del modelo crénico. El papel de la inflamacion en el
desarrollo de los sintomas de asma y en los cambios resultantes en la estructura de las

vias aéreas ha sido bien establecido " °2.

En pacientes con hiperreactividad
asintomatica el papel de la inflamacién ha sido controversial % "% 8 por gjemplo,
Power y colaboradores '®* no encontraron evidencia de inflamacién de las vias aéreas
mediada por linfocitos T; sin embargo, algunos pacientes desarrollan un incremento
progresivo de la hiperreactividad y sintomas de asma. En otros estudios se ha sugerido
que existe una relacibn muy cercana entre la hiperreactividad asintomatica, la
inflamacion, la remodelacién de las vias aéreas y el asma '®. En estos trabajos, la
inflamacién de las vias aéreas comunmente se ha asociado con la infiltracion de
células inflamatorias y no con mediadores inflamatorios. Los pocos estudios en donde

se evalua la expresidén de citocinas sugieren que en pacientes asintomaticos hay una
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menor produccion de IL-1f8, IL-2, IL-3, IL-5, IL-8 y TNF-o en comparacién con
pacientes con asma o con enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) '8 '8¢,
Los datos obtenidos en nuestro estudio nos sugieren que los eventos involucrados en
el desarrollo de la hiperreactividad y la fibrosis subepitelial no se asocian con la
secrecion de los mediadores inflamatorios clasicos de la respuesta alérgica.
Probablemente, no existe una progresion lineal entre la exposicién inicial al alérgeno
que conduce a la inflamacién y que a su vez conduce a la hiperreactividad y a la
remodelacién. Alternativamente, la exposicion inicial al alérgeno podria conducir
independientemente al desarrollo de hiperreactividad y remodelacién de las vias

aéreas.

Estudios en modelos animales han descrito que las citocinas pueden tener un papel
pleiotrépico en la respuesta alérgica. Particularmente, TGF-1 tiene multiples efectos
sobre la fisiopatologia del asma. Clasicamente, TGF-1 es un mediador anti-

inflamatorio que induce la generacién de células Treg '*" '®

y durante el proceso de
remodelacion es el principal factor pro-fibrético "% '°. El papel de TGF-p1 en el
desarrollo de hiperreactividad de las vias ha sido menos definido. Algunos estudios

sugieren que TGF-B1 puede atenuar la hiperreactividad de las vias aéreas '°" 192 1%%

' ‘mientras que en otros se ha descrito que incrementa la reactividad de las vias
aéreas al inducir la expresion de agonistas que causan la contraccion del musculo liso

195, 1%  Adicionalmente, la expresion de TGF-B1 se ha correlacionado con el

197,198, 199 " Eny modelos murinos la

engrosamiento de la pared de las vias aéreas
neutralizacion de TGF-$1 o la deficiencia de Smads, proteinas importantes en la
sefalizacién de TGF-$1, reducen la remodelacién de las vias aéreas inducida por OVA
193,200,201 "En nuestro modelo de asma crénica, los niveles de TGF-B1 en el LBA fueron
similares entre los cobayos independientemente de su respuesta bronco-obstructiva lo
que sugiere su participacion en el desarrollo de fibrosis de las vias aéreas; sin
embargo, TGF-1 no se relaciond con el desarrollo de hiperreactividad en los cobayos
NR. En las vias aéreas TGF-p1 es secretado tanto por células estructurales como por
células inflamatorias reclutadas, particularmente macroéfagos, eosinéfilos y linfocitos T
202,203 Ademas de participar en la induccion de linfocitos Treg, TGF-p1 esta asociado
con la induccién de linfocitos Th17 %*. Probablemente el papel de TGF-p1 en la
fisiopatologia del asma podria ser dependiente de la fuente celular y del microambiente
en las vias aéreas. En nuestro estudio, encontramos que TGF-$1 es secretado por
linfocitos reguladores Th3 en los cobayos NR, lo que sugiere su participacion en la

supresion de inflamacion de las vias aéreas. Adicional a TGF-f1, IL-10 es una citocina
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reguladora que ha sido propuesta para el tratamiento del asma debido a sus
propiedades inmunosupresoras y anti-inflamatorias 2°> 2%, Sin embargo, se ha descrito
que IL-10 puede promover el desarrollo de hiperreactividad 297 En individuos sanos los
linfocitos Tr1 representan el subtipo dominante de linfocitos especificos de alérgenos y
se ha sugerido que el balance entre linfocitos Tr1 y Th2 es decisivo en el desarrollo de

73208 na observaciéon interesante en nuestro estudio fue que la

asma alérgica
poblacion de linfocitos reguladores Tr1 se incrementa principalmente en los cobayos
NR del modelo agudo, mientras que la poblacién Th3 se incrementa tanto en el modelo
agudo como en el modelo cronico. Probablemente, ambas poblaciones estan
asociadas con la supresién de la respuesta inflamatoria en los cobayos NR y las
citocinas IL-10 y TGF-B1 producidas por estos linfocitos también podrian asociarse con

el desarrollo de hiperreactividad y fibrosis subepitelial, respectivamente.

Aunque el asma tiene un origen multifactorial se cree que el proceso inflamatorio es el
resultado de respuestas inmunitarias inapropiadas a alérgenos comunes en individuos
susceptibles ?°. En este contexto, los linfocitos Treg juegan un papel fundamental en el
establecimiento de la tolerancia y en la supresion de respuestas inmunes exacerbadas

inducidas por alérgenos 2210211

. Las mutaciones en el gen de Foxp3 conducen a la
ausencia de linfocitos Treg y causan un desorden autoinmune tanto en humanos como
en ratones. Interesantemente, la desregulacién de la respuesta inmune en estas
patologias esta asociada con el incremento en asma y alergias 2'? lo que sugiere que
los linfocitos Treg Foxp3™ son indispensables en el control de la respuesta alérgica. En
nuestro estudio el incremento en la poblacion de linfocitos Treg Foxp3™ podria estar
asociado con la supresién de la respuesta inflamatoria Th2 y la eosinofilia en los
cobayos NR. En un modelo murino de asma alérgica recientemente se describié que
los linfocitos Treg Foxp3® inhiben la degranulacién de células cebadas a través de
mecanismos dependientes de contacto celular 2. Estas observaciones nos sugieren
que en los cobayos NR, los linfocitos Treg Foxp3™ podrian modular directamente la
fase aguda de la respuesta alérgica afectando la liberacion de mediadores, como
histamina y tromboxano A;, evitando la contraccibn del mdudsculo liso y en
consecuencia, la manifestacién de la bronco-obstruccién en respuesta a OVA inhalada.
Nuestros datos nos sugieren una correlacion inversa entre la actividad de las células
Treg Foxp3" y las manifestaciones de la enfermedad alérgica, como previamente se ha

descrito para enfermedades autoinmunes '*,

Los linfocitos Treg pueden modular la respuesta alérgica en diferentes estadios. En

modelos murinos los linfocitos Treg CD4'CD25" afectan la produccion de IgE, la
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respuesta alérgica mediada por linfocitos Th2 y la eosinofilia, pero no suprimen la
hiperreactividad de las vias aéreas 2'>?2'® 2" En estos estudios los linfocitos Treg se
caracterizaron solo por la expresion de CD25 y en algunos se utilizaron sistemas de
TCR transgénicos. Por lo tanto, en estas observaciones no puede excluirse la
participacién de linfocitos Tr1 y Th3. En contraste, en otros estudios se ha descrito que

68, 218
y

la poblacion de linfocitos Tregs Foxp3®, en particular, puede atenuar la hiperreactividad

los linfocitos Treg son capaces de inhibir la hiperreactividad de las vias aéreas

de las vias aéreas 2'% 2% 22! probablemente, los linfocitos Treg Foxp3* participan en al
supresion de la produccién de IgE por células B y disminuyen las citocinas Th2
inhibiendo indirectamente las funciones efectoras de células cebadas y basoéfilos sobre
la respuesta bronco-obstructiva en los cobayos NR. Recientemente se describié en un
modelo murino que la administraciéon profilactica de linfocitos Treg inhibe el desarrollo
de hiperreactividad de las vias aéreas %> mientras que la transferencia terapéutica de
estas células no revierte la hiperreactividad a pesar de suprimir la eosinofilia y la
produccion de IL-13 %. Probablemente, en los cobayos NR del modelo crénico la
diferenciacion de linfocitos Treg es un evento que ocurre de manera temprana, antes
del establecimiento de la hiperreactividad de las vias aéreas. Mientras que en los
cobayos NR del modelo agudo, la diferenciacién de linfocitos Treg es un evento
posterior al establecimiento de la hiperreactividad. En conjunto nuestros datos sugieren
que los linfocitos Treg Foxp3® son capaces de prevenir la respuesta inflamatoria y
mantener la homeostasis inmunolégica pulmonar en los cobayos NR, pero no son
suficientes para prevenir la hiperreactividad a histamina ni el desarrollo de fibrosis

subepitelial en respuesta a OVA inhalada.
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9. CONCLUSIONES

La respuesta alérgica inmediata en el cobayo probablemente esta asociada a la
liberacion de histamina y tromboxano A, inducida por IgE, mientras que la
hiperreactividad de las vias aéreas puede presentarse independientemente de
respuesta bronco-obstructiva e inflamatoria. Adicionalmente, la fibrosis subepitelial no

contribuye al desarrollo de hiperreactividad de las vias aéreas.

A pesar de que los linfocitos Treg podrian disminuir la progresion hacia la inflamacion a
través de células efectoras y sus mediadores, no son capaces de prevenir la
hiperreactividad a la histamina en el modelo agudo ni el desarrollo de fibrosis

subepitelial en el modelo crénico en respuesta a OVA inhalada.

Los linfocitos Treg pueden tener un papel importante en la supresién de la respuesta
bronco-obstructiva y probablemente los linfocitos Treg que producen TGF-$1 estan
involucrados en atenuar la hiperreactividad de las vias aéreas induciendo un fenotipo

fibrotico que evita la contraccion del muasculo liso.
El modelo de cobayos NR al alérgeno que desarrollan hiperreactividad en ausencia de

respuesta inflamatoria puede representar una importante herramienta para comprender

los mecanismos que inducen la hiperreactividad de las vias aéreas.
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ABSTRACT

Background: Airway obstruction after antigen challenge is not always observed in patients with allergic asthma,
even if they develop hyperresponsiveness. A similar event is observed in our guinea pig model of allergic asthma.
Our aim was to study this phenomenon. Methods: Sensitized guinea pigs were challenged with ovalbumin (OVA)
3 times every 10 days. Animals were divided into 2 groups: (1) Guinea pigs exhibiting airway obstruction after anti-
gen challenge (R = responders), and (2) guinea pigs lacking airway obstruction response (NR = nonresponders).
After the third antigen challenge, antigen-induced airway hyperresponsiveness (Al-AHR), serum OVA-specific
immunoglobulins, bronchoalveolar lavage fluid (BALF) inflammatory cells, histamine, cysteinyl leukotrienes and
thromboxane A2 (TxA2) BALF levels, and in vitro tracheal contraction induced by contractile mediators and
OVA were evaluated. Results: R group consistently displayed a transient antigen-induced airway obstruction
(AI-AQ) as well as AI-AHR, high TxA2, histamine, OVA-IgG1, OVA-IgE and OVA-IgA levels, and intense granu-
locyte infiltration. NR group displayed no Al-AO and no changes in BALF measurements; nevertheless, AI-AHR
and elevated OVA-IgG1 and OVA-IgA levels were observed. In all groups, histamine, TxA, and leukotriene D,
induced a similar contraction. Tracheal OVA-induced contraction was observed only in R group. AI-AHR magni-
tude showed a direct association with OVA-IgG1 and OVA-IgA levels. The extent of Al-AO correlated directly with
OVA-IgE and inversely with OVA-IgA levels. Conclusions: Our data suggest that TxA, and histamine participate
in Al-AO likely through an IgE mechanism. AlI-AHR might occur independently of AlI-AO, contractile mediators
release, and airway inflammatory cell infiltration, but IgA and IgG1 seem to be involved.

KEYWORDS airway hyperresponsiveness, asthma model, airway inflammation, airway obstruction, histamine, IgA, IgE, 1gG1,
leukotriene D4, thromboxane A2

INTRODUCTION tion, episodes of airflow obstruction and respiratory

symptoms. Asthma exacerbations may include either
Asthma is a complex, heterogeneous, and variable immediate or late airway obstructive responses, and
airway disorder characterized by persistent inflamma- can be triggered by identifiable allergens in atopic

or extrinsic asthma or by nonidentifiable allergens in
nonatopic or intrinsic asthma [1, 2]. Nevertheless,
allergen exposure in atopic individuals can also atten-
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[4]. For instance, in humans, a single high-dose of
a potential allergen protects against allergen sensi-
tization, whereas asthma symptom attenuation may
be induced by frequent challenges of low antigen
doses [5, 6]. In mice, high allergen doses can induce
allergic responses, but prolonged allergen exposure
eventually generates long-lasting immune tolerance
[7]. Guinea pigs are able to show strong airway
obstructive responses after antigen challenge; this
response makes them an excellent model for studying
acute and chronic allergic asthma [7-10]. In addition,
many pharmacological studies designed to evaluate
the effect of drugs in asthma have been conducted in
guinea pigs as they display structural and functional
airway features similar to humans [11, 12]. However,
guinea pig asthma models show variability and
heterogeneity [10, 11]. In our asthma model, most
guinea pig develop an intense immediate airway ob-
structive response, as well as airway hyperresponsive-
ness and inflammatory granulocyte infiltration and
remodeling [13-15]. Nevertheless, approximately
20% of the total number of guinea pigs (z = 200;
data not shown) do not develop airway obstructive
response following one or various antigen challenges.
Similar observations have been described by other
authors in guinea pigs [16, 17], mice [18, 19], and
humans [18, 20]. Unresponsiveness to antigen chal-
lenge might be an exclusion criterion for participating
in asthma clinical trials, but unfortunately unrespon-
sive individuals are poorly studied. The present study
evaluates functional, pharmacological inflammatory
and immunological features of guinea pigs with no
airway obstructive response to antigen challenge.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Male, outbred guinea pigs (350—400 g), purchased
from Harlan Mexico (strain HsdPoc:DH) and housed
at our institutional laboratory animal facilities, were
used. The animals were maintained in filtered air-
conditioned, 12/12-hour light/dark cycles, at 21 £
1°C and 50%—70% humidity, fed with sterilized pel-
lets (2040 Harlan Teklad Guinea Pig Diet), and
water ad libitum. All animals were handled accord-
ingly to protocols approved by the Scientific and
Bioethics Committee of the Instituto Nacional de En-
fermedades Respiratorias.

Sensitization Procedure

On day one, guinea pigs received a mixture of
60 ug/mL ovalbumin (OVA) with aluminum hy-
droxide (1 mg/mL) dispersed in saline solution via

© 2013 Informa Healthcare USA, Inc.
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FIGURE 1. Sensitization and antigen-challenge procedures. After
initial sensitization and reinforcement, guinea pigs received 3
consecutive antigen challenges every 10 days. Animals were
sacrificed at day 35 (third challenge) after evaluation of
antigen-induced airway responsiveness.

both intraperitoneal (0.5 mg/mlL) and subdermal
(0.5 mg/mL) injections (Figure 1). Antigen sensiti-
zation was reinforced 8 days later with OVA aerosol
(3 mg/mL saline) delivered over 5 minutes (Figure
1). Aerosols were produced by a US-1 Bennett nebu-
lizer (flow, 2 mL/minute; Multistage liquid impinger,
Burkard Manufacturing Co., Rickmansworth, Hert-
fordshire, UK), releasing mixed particles whose size
was <4 um (44%), 4-10 um (38%), and >10 um
(18%). From day 15 onward, 6 guinea pigs that devel-
oped immediate airway obstruction following antigen
challenge, named the responder group (R), and other
6 animals with no broncho-obstructive response,
named the nonresponder group (NR), were chal-
lenged over 1 minute with OVA aerosol every 10 days
(1 mg/mL in the first challenge, and 0.5 mg/mL in the
subsequent challenges) (Figure 1). This response pat-
tern has been observed recurrently after adjusting the
doses to reduce anaphylactic shock (data not shown).
Two additional control groups of nonsensitized
guinea pigs were included. Control group 1 received
3 challenges with vehicle (saline solution). Control
group 2 received 2 challenges with vehicle. At third
challenge, when hyperresponsiveness was evaluated,
between histamine challenges, animals received OVA
to demonstrate that the observed airway hyperrespon-
siveness is specific to OVA challenge. This procedure
does not induce an evident late airway response in any
group, either R or NR guinea pigs [13-15].

Barometric Plethysmography

Inhalation challenges were carried out by using a
barometric plethysmograph to record acute airway
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obstructive response to the antigen immediately after
OVA delivery. We used whole-body single-chamber
plethysmography for freely moving animals (Buxco
Electronics Inc., Troy, NY, USA) to evaluate pul-
monary function according to principles previously
described [21].

Antigen-induced Airway Responsiveness

To evaluate airway responsiveness at day 35, corre-
sponding to the third OVA challenge, animals were
exposed to increased noncumulative doses of his-
tamine (0.01 to 0.32 mg/mL) aerosols after an initial
Penh baseline acquisition before and after OVA ad-
ministration. Each histamine dose was delivered over
1 minute, and the average Penh value over the fol-
lowing 5 minutes was obtained. The interval between
doses was 10 minutes. The dose-response curve fin-
ished when Penh reached 3 times its baseline level
[13]. Once Penh returned to the initial baseline value
(<50% increment) [22], the OVA challenge was ad-
ministered. The second curve was performed 3 hours
later.

Bronchoalveolar Lavage Fluid Cell Count

One hour after finishing the second histamine
curve, animals received an intraperitoneal injection
of sodium pentobarbital (65 mg/kg) and the trachea
was cannulated to obtain the bronchoalveolar lavage
fluid (BALF). Trypan blue stain was used to as-
sess total cell number in a Neubauer hemocytometer,
whereas Romanowsky stain was used for differential
cell counting. Cell counts were expressed as number
of cells per mL of BALF. All smears were coded and
cells were counted blindly.

In Vitro Organ Bath Studies

After obtained BALF, the tracheae were dissected
and connective tissue removed. The tracheal rings
(~5 mm) were placed in an organ bath contain-
ing warmed (37°C) Krebs solution (pH 7.4) com-
posed by (mM): NaCl 120, KCl 4.77, CaCl, 2.5,
NaHCO; 25.0, KH,PO, 1.2, MgS0O, 1.2, and glu-
cose 11, which was gassed with 95% 0,/5% CO,.
Indomethacin (1 ©M) was added to inhibit endogen
prostaglandin production. Tissues were attached to
an isometric force transducer (Grass model FTO03;
Grass Instruments, CA, USA) and suspended under
an initial tension of 1.0 g to equilibrate for at least
1 hour. To measure contractility of the tracheal rings,
OVA was added at 3.74 pug/mL for 20 minutes. Af-
ter washout, tissues were stimulated with 10 ©M his-
tamine, 10 nM U46619 (thromboxane A2 (TxA2)

agonist) and 1 uM leukotriene D, (LTD,) for 20
minutes.

Immunoglobulin Levels in Serum

Serum OVA-specific IgG1, IgE, and IgA antibod-
ies were measured by enzyme-linked immunolabel-
ing sorbent assay as previously described [23]. Blood
samples were obtained by intracardiac puncture and
OVA-specific immunoglobulins were detected with
biotinylated specific antibodies: anti-guinea pig IgG1
IgA and IgE (ICN ImmunoBiologicals, USA). Data
were expressed as absorbance (Ayoy).

Histamine, TxA2 and Cysteinyl Leukotrienes
Levels in BALF

BALF samples were centrifuged at 1500 rpm for 10
minutes at 4°C and histamine, TxA2 (measured as
thromboxane B,) and cysteinyl leukotrienes levels in
BALF supernatant were measured by using enzyme
immunoassay kits (Cayman Chemical Company, MI,
USA).

Drugs and Reagents

Ovalbumin (chicken egg albumin) grade II, histamine
dihydrochloride, Tween 20, ortophenilenediamine,
sulphuric acid, LTD,, reagents for Krebs and phos-
phate buffers and staining solutions for microscopy
were purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,
MO, USA). U46619 was purchased from Tocris
(Bristol, UK). Ovalbumin, U46619, LTD,, and his-
tamine were dissolved in saline solution. Aluminum
hydroxide was purchased from J.T. Baker (Phillips-
burg, NJ, USA). Pentobarbital sodium was acquired
from Pfizer (Toluca, Mexico). Hydrogen peroxide
was purchased from Merck (Merck, Darmstadt,
Germany).

Statistical Analysis

Airway responsiveness to histamine was evaluated by
means of the interpolated histamine dose that caused
a 3-fold increase of basal Penh, i.e., the provocative
dose 200% (PDjgp). The PD,oo ratio corresponds
to the PD,y value observed after OVA challenge
divided by the PD,qq value before challenge. One- or
2-way ANOVA followed by Tukey’s test were applied
for multiple comparisons. Associations between lung
function parameters and either immunoglobulins
were assessed through Pearson correlation coeffi-
cient. Statistical significance was set at 2-tailed P <
.05. Data in the text and figures represent mean =+
SE.
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FIGURE 2. Temporal course of antigen responses during the first ovalbumin challenge
in sensitized guinea pigs. Recordings show a typical transient airway obstructive
response (open circles) and the absence of this response (closed squares) in 2
different guinea pigs, after the first antigen challenge (day 15).

RESULTS

Airway Obstructive Responses Induced by
Antigen Challenge

Guinea pigs were selected in accordance with 1 of
the 2 patterns of response to the first antigen chal-
lenge (n = 6 each; Figure 2), either the transient air-
way obstructive response typical of asthma model (R)
[13-15] in which maximum value Penh (Rmax) was
>200% baseline, or the nonnoticeable obstructive re-
sponse, (NR) in which Rmax did not exceed 200%
basal Penh.

Rmax values observed at the first antigen challenge
(day 15) in R and NR guinea pigs were similar to
those observed at the second and third challenges
(days 25 and 35; Figure 3). Rmax values in each chal-
lenge were significantly different (P < .05; n = 6 each
group) between R and NR guinea pig groups, and be-
tween R and control group (P < .05, respectively; »
= 6 each group; Figure 3). Maximum Penh values
between control and NR groups were similar.

Antigen-Induced Airway Responsiveness

PD,yy to aerosolized histamine was not different
from PD,gy obtained after saline challenge in the
control groups (Figure 4). In both groups, R and
NR, a significant decrease in histamine PD,y, was
observed after OVA challenge in comparison with
both control groups (P < .01, respectively; Figure 4).
Basal PD,y, values among all groups were not
significantly different.

© 2013 Informa Healthcare USA, Inc.

Tissue Bath Studies

OVA induced tracheal contraction in R group in
a manner significantly higher than the contraction
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FIGURE 3. Maximum airway obstructive responses induced by
ovalbumin challenges in sensitized guinea pigs. Values correspond to
saline (closed circles, control 1 group) and OVA (open squares
and circles) challenged guinea pigs, and were obtained as
average of maximum Penh (Rmax) reached at the first hour.
Open circles correspond to guinea pigs showing responses over
200% basal Penh (R group), whereas open squares illustrate
guinea pigs with no airway obstruction response after antigen
challenge (NR group). *P < .05, R group compared with both
control and NR groups (2-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test). Symbols represent the mean + SE of n =6
animals for each group. Penh = index of airway obstruction.
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FIGURE 4. Airway responsiveness to histamine before and after
ovalbumin challenge in sensitized guinea pigs. PDyg ratio, i.e., the
PDyp value observed after OVA challenge divided by PDyg
value before challenge for: control 1 (nonsensitized and
vehicle-challenged guinea pigs), control 2 (nonsensitized and
OVA-challenged (day 35) guinea pigs), airway obstruction
responder (R), and nonresponder (NR) groups. Bars represent
the mean + SE of » = 6 animals for each group. *P < .01
compared with both control groups (one-way ANOVA with
Tukey’s multiple comparisons test).

induced by OVA in control and NR guinea pigs (P <
.05; Table 1). Histamine, LTD,4, and U46619 (a sta-
ble analog of T'x A2) administration induced a similar
tracheal contraction in all groups (Table 1).

Specific anti-OVA IgG, anti-OVA IgA, and
anti-OVA IgE in Serum

Serum anti-OVA IgG1 levels were similar in R and
NR groups and significantly higher than control
group (P < .001; n = 6 each group, respectively; Fig-
ure 5). Serum OVA-IgE levels only increased in R
group in comparison with control group (P < .001; »
= 6 each group; Figure 5). The serum levels of OVA-
IgA increased in both R (P < .05; n = 6) and NR
groups (P < .001; n = 6) in comparison with control
group (n = 5; Figure 5).

In Table 2, it can be observed that the maximal
Penh values were correlated directly with anti-OVA
IgE levels and indirectly with anti-OVA IgA levels
but were unrelated to OVA-IgG1 levels. Likewise,

TABLE 2. Pearson Correlation Coefficients of Lung Function
and OVA-specific Immunoglobulins

Lung function

Rmax PD?% ratio
Serum immunoglobulins
IgE 0.39% 0.11
IgGl1 —0.02 —0.58°
IgA —0.40? —0.39

2P < .05,bP < .001,n=17-18

Rmax, maximum value Penh; PD?° ratio, change of PD?% after
antigen challenge as compared with basal (pre-challenge) PD?%°
value; OVA, ovalbumin.

PD,y ratio had an inverse correlation with OVA-
IgG1 and OVA-IgA levels implying that the greater
the OVA-IgG1 and OVA-IgA levels, the higher the air-
way hyperresponsiveness. However, this association
of PD,g ratio was not apparent for OVA-IgE. Since
values of OVA-specific immunoglobulins among con-
trol groups (1 and 2) were not different statistically
(data not shown), control group 1 was considered
representative as control group.

Cell Counts in BALF

The number of total cells, macrophages, lympho-
cytes, eosinophils, and neutrophils in BALF from
NR group was not significantly different compared
to control group. Neutrophil and eosinophil counts
in BALF from R group were significantly higher than
control and NR groups (P < .01; n = 6 each group;
Figure 6). Since cell counts among control groups
were similar (data not show), control group 1 was
considered the representative control group.

Histamine, TxA2 and Cysteinyl Leukotrienes
Levels in BALF

As shown in Figure 7, BALF levels of histamine and
T x A2 were increased significantly in R group in com-
parison with control and NR groups (P < .01 and .05,
respectively). The levels of cysteinyl leukotrienes in all
groups were similar.

TABLE 1. In vitro Maximal Response (g) to Ovalbumin, Histamine, U46619, and LTD, of Tracheae from Responder and

Non-Responder Guinea Pigs

OVA (3.74 j1g/mL)

Histamine (10 uM)

U46619 (10 nM) LTD4 (1 M)

Controls 0.12+0.04(n="17)
Responders 1.6+ 0.43(n = 10)
Nonresponders 0.154+0.08(n="17)

1.1+£04(m="17)
1.9405( = 10)
14+0.6(n="17)

1.06£0.19(n = 6)
0.98+0.05(n = 3)
1.34£0.28(n = 6)

0.56 £0.08(n = 6)
0.53+£0.05(n = 6)
0.56£0.07(n = 6)

2P < .05, Unpaired 7-Student test
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FIGURE 5. Scatter plots of specific immunoglobulins from challenged guinea pigs. Values
for serum OVA-specific IgG1, IgE, and IgA antibodies for control, airway
obstruction responder (R) and nonresponder (NR) guinea pig groups. *P < .05 and
**P < .001 compared with control group (one-way ANOVA with Tukey’s multiple
comparisons test). Ay, nm: absorbance, OVA: ovalbumin.

DISCUSSION

We have observed that guinea pigs that do not dis-
play airway obstruction after antigen challenge (NR
group) are able to develop hyperresponsiveness in
a similar way to guinea pigs which did develop air-
way obstruction (R). Airway obstruction is a cen-
tral symptom of asthma exacerbation. Exposure to
the antigen usually is followed by an immediate and
transient early broncho-obstruction and, some hours
later, by a late long lasting response [23]. Neverthe-
less, in some asthmatic patients only an isolated either
early or late airway obstructive response has been ob-
served [1-3]. Only early airway obstructive responses
are observed in the guinea pig asthma model used in
this study, such animals composed the R group. In
a previously published guinea pig model, low antigen
doses during challenges induced only early responses,
while higher doses induced both, early and late re-
sponses [10]. Therefore, a provocative antigen dose is
fundamental in the development of both responses in
guinea pig. The doses used in this asthma model were
adjusted to reduce anaphylactic shock during chal-
lenges (data not shown). Nevertheless, a nonasthma
phenotype, i.c., guinea pigs Non-Responsive to in-

© 2013 Informa Healthcare USA, Inc.

haled antigen challenge, was observed in this study.
Unexpectedly, NR guinea pigs did display hyperre-
sponsiveness to histamine. Although airway hyper-
responsiveness is a hallmark of asthma, it is a vari-
able feature among individuals [24], contributing to
asthma heterogeneity. Furthermore, a significant pro-
portion of healthy subjects also present airway hyper-
responsiveness [25]. The proportion of asymptomatic
subjects with airway hyperresponsiveness ranges from
20% to 60% [25-29]. Although the clinical signif-
icance of asymptomatic airway hyperresponsiveness
remains a matter of debate, this phenomenon could
precede the occurrence of asthma, representing a
transition from the lack of symptoms to the asthmatic
phenotype irrespectively of atopic status [25, 28].
The design of animal models of antigen-induced
airway hyperresponsiveness without development
of inflammatory cell infiltration and broncho-
obstruction is essential to understand the patho-
physiological mechanisms of this condition. An
interesting observation in this study was that the
treatment with OVA induced contraction only in
tracheae from R guinea pigs, whereas histamine,
the stable analog of TxA2 (U46619), and LTD,
produced similar contractile responses in bath tissues
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from all groups. This suggests that the smooth
muscle receptors for these contractile mediators
are functionally alike between guinea pig groups.
Furthermore, since there is no response to OVA in
both in vivo and in vitro models, it may be concluded
that the response of an individual animal is not due
to how effectively the antigen was delivered during
the challenges.

In this study, we have observed that the BALF lev-
els of contractile agonists of guinea pig airway smooth
muscle such as histamine and TxA2 suggest that
these mediators, but not LTDy, might be involved in
the immediate or early asthmatic reaction in R group.
None of these mediators were found in NR guinea pig
BALF suggesting that the absence of contractile me-
diators after antigenic challenge might be the cause of
the absence of airway obstruction in NR guinea pigs.

Human and guinea pig immunoglobulin classes
during allergic responses are similarly regulated; nev-
ertheless, the main immunoglobulin in guinea pig
model of allergy is IgGG1, while in human is IgE. Al-
though it has been observed that both immunoglob-
ulins contribute to broncho-constriction in guinea
pigs, the obstructive response induced by IgG1 is very
low in comparison with the strong response induced
by IgE [30, 31]. Our results show that IgE production
and broncho-obstruction extent are correlated, sug-
gesting that IgE is essential in the development of ob-
structive responses induced by antigen in our model
in guinea pig. High OVA-specific IgG1 production
was observed in both groups, R and NR guinea pigs,
confirming that NR guinea pigs are atopic. The role
of IgG1 in the guinea pig includes participation in
immediate hypersensitivity, pulmonary eosinophilia
[32], and development of airway hyperresponsiveness
evaluated in vitro [33] and in vivo [31]. In addition,
the release of histamine in lung is greater in guinea
pigs sensitized with IgG1 antibody than with IgE [34,
35], and it is known that histamine response is poten-
tiated by TxA2 in the IgG1- but not IgE-mediated
anaphylactic airway obstruction [31]. In this context,
anti-OVA IgGl1 levels in our model were directly as-
sociated to the extent of airway hyperresponsiveness.
This observation corroborates that IgG1 production
may be crucial in the development of airway hyper-
responsiveness induced by antigen in the guinea pig.
Guinea pig IgE or IgG1 production depends on the
antigen dose used during antigen sensitization. For
example, low doses of antigen (OVA) during sensi-
tization (10 ug i.p.) induced IgE and IgGl, while
high doses of antigen (100 ug i.p.) favored IgG1 pro-
duction [30, 36]. The dose of antigen used in our
study, i.e., 60 ug/mL, is in the range with the doses
that produce IgG1 or both immunoglobulins, and it is

© 2013 Informa Healthcare USA, Inc.
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closer to the threshold production of the different im-
munoglobulin patterns. Then, it is likely that the anti-
gen sensitizing dose used in this study is responsible
for the development of R and NR phenotypes; how-
ever, more experiments are needed to demonstrate
this hypothesis. IgA has been described as a nonin-
flammatory antibody isotype that maintains home-
ostatic balance in mucosa. In humans, allergy has
been observed associated with OVA-IgA and OVA-
IgG [37]. In addition, mouse pulmonary OVA-IgA
levels vary with OVA doses [38]. In guinea pig, the
magnitude of broncho-obstruction is inversely associ-
ated with serum OVA-IgA levels; therefore, IgA seems
not to be a fundamental factor in the development of
allergic responses in guinea pig. In contrast, serum
OVA-IgA and airway hyperresponsiveness magnitude
are directly associated, pointing out the putative role
of IgA in the mechanisms inducing hyperresponsive-
ness in the guinea pig. In this context, it has been
reported that atopic patients and healthy individu-
als have an allergic response characterized by specific
IgA [38]. Particularly, IgA can induce eosinophil de-
granulation, causing airway hyperresponsiveness via
an indirect effect on airway smooth muscle [39-42].
Schneider and collaborators have shown that sen-
sitization of mice with limiting doses of OVA can
induce airway hyperresponsiveness accompanied by
pulmonary IgA, but not allergic lung disease [38].
Then, our data suggest that antigen specific-IgA may
play a dual role, this is, as the classical marker ca-
pable of offering protective effects on the allergen
response, and it may also be involved in airway
hyperresponsiveness.

In addition to broncho-obstruction, airway hyper-
responsiveness, as well as IgA, IgE, and IgG1 pro-
duction, responder guinea pigs showed an immedi-
ate increase of neutrophil and eosinophil in BALF.
Asthma is considered an eosinophilic disease, and
neutrophils are common during the acute phase of
asthma [43]. The NR guinea pigs did not show infil-
tration of inflammatory cells in BALF, nor even neu-
trophils that are the earliest cells appearing in tissues
after injury. Hyperresponsiveness observed in asymp-
tomatic patients has been associated to inflammatory
cell infiltration in a similar level than that found in
mild asthma patients [44]. In addition, no association
has been observed between asymptomatic hyperre-
sponsiveness and inflammatory cell infiltration [45].
Antigen challenge in NR guinea pigs may not modify
airways up to the point to induce injury and inflam-
mation, but it does induce airway hyperresponsive-
ness and production of IgG1.

The precise mechanisms involved in the develop-
ment of airway hyperresponsiveness are unknown,
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but airway inflammation and remodeling have been
suggested [24]; nevertheless, some studies suggest
that airway hyperresponsiveness may occur even in
the absence of inflammatory cells in the airway lumen
or mucosa [46—49]. Our results confirm that this phe-
nomenon occurs in guinea pig. Thus, other factors
such as changes within the smooth muscle itself, air-
way remodeling or inflammatory mediators might be
involved in airway hyperresponsiveness development.

Nowadays there are no syngeneic strains of guinea
pigs; therefore genetic and epigenetic factors might
be associated to the variability of allergic responses
in our asthma model. To avoid variability in differ-
ent guinea pig models, antigen doses are adjusted up
to obtain an airway response [10, 50, 51]; to prevent
a fatal anaphylactic reaction, airway obstructive re-
sponses were diminished by antihistaminergic [9, 52]
and anticholinergic [52] pretreatments. It is notewor-
thy that in our asthma model the antigen-induced ob-
struction is not controlled by adjusting allergen doses
or by drug pretreatments. Therefore, NR animals
are likely revealing the biological variability of guinea
pigs when are challenged with the same antigen
dose.

In summary, our data suggest that the immedi-
ate asthmatic reaction in guinea pig might be associ-
ated to the release of TxA2 and histamine through
the action of IgE, whereas airway hyperresponsive-
ness can be observed independently of airway allergic
responses after antigen challenge, and it depends on
IgA and IgG1 expression. Furthermore, our results
point it out that the sole determination of airway hy-
perresponsiveness or immunoglobulins is not enough
to validate an asthma model. The putative guinea
pig model of antigen-induced airway hyperrespon-
siveness (NR group) in absence of airway obstruction
and inflammatory cell infiltration might represent an
important tool to further understand the mechanisms
underlying airway hyperresponsiveness. Finally, it is
important to improve the method of sensitization to
induce responder or asthma model guinea pigs.
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